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RESUMEN
EVALUACION DE LA CINETICA FERMENTATIVA DE Saccharomyces cerevisiae
BIOACIDIFICADORA
Este estudio surgié como respuesta a un desafio creciente en la industria vitivinicola: la
elaboracion de vinos a partir de mostos con elevada concentracion de azucar y poca acidez.
Esta problematica se intensifica en un contexto de cambio climatico global y en un mercado
que demanda vinos con menor grado alcohdlico. Diversas alternativas se han propuesto a lo
largo de los afios para abordar este problema, que incluyen ajustes en las practicas viticolas y
modificaciones en las etapas prefermentativa, fermentativa y posfermentativa. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la cinética fermentativa de Saccharomyces cerevisiae bioacidificadora
para determinar su viabilidad en el proceso fermentativo y, como resultado, obtener vinos mas
frescos y de menor grado alcohdlico. Para ello, se realizd un ensayo con mosto Malbec de
Lujan de Cuyo (Mendoza), empleando dos cepas de S. cerevisiae para la fermentacion
alcohdlica: Zymaflore™ FX10 (Laffort, Francia) como cepa convencional productora de
etanol y Zymaflore™ KLIMA (Laffort, Francia) como cepa bioacidificadora capaz de
producir etanol y &cido malico. Como resultado, KLIMA presentd una cinética fermentativa
mas lenta, completando la fermentacion alcohdlica en 9 dias, mientras que FX10 la finalizé en
7 dias. Los vinos obtenidos con KLIMA presentaron un menor grado alcoholico (13,87%
v/v), mayor acidez total (7,78 g/L), pH mas bajo (3,77) y menor acidez volatil (0,50 g/L) en
comparacion con los elaborados con FX10 (14,3% v/v; 6,62 g/L; 3,82; y 0,62 g/L,
respectivamente) (ANOVA, p < 0,05, Tukey). Aunque la concentracion de acido malico fue
similar en ambos tratamientos, KLIMA mostr6 mayores concentraciones de acido lactico
(0,52 g/L) y glicerol (13,18 g/L) que FX10 (0,03 g/L; 9,31 g/L, respectivamente) mediante
analisis de FT-IR. Los resultados demuestran que la cepa bioacidificadora estudiada
representa una alternativa viable para elaborar vinos Malbec més frescos y equilibrados,

acordes a las demandas actuales.

Palabras claves: Saccharomyces cerevisiae bioacidificadora - cinética fermentativa - acido

malico - grado alcoholico



ABSTRACT
EVALUATION OF THE FERMENTATION KINETICS OF BIO-ACIDIFYING
Saccharomyces cerevisiae
This study addresses a growing challenge in the wine industry: the production of wines from
musts with high sugar concentration and low acidity. This issue is becoming increasingly
relevant in the context of global climate change and in a market that demands wines with
lower alcohol content. Over the years, various alternatives have been suggested to address this
issue, including changes in viticultural practices and modifications in the pre-fermentative,
fermentative, and post-fermentative stages. The aim of this work was to evaluate the
fermentative kinetics of a bioacidifying Saccharomyces cerevisiae strain in order to determine
its viability in the fermentation process and, as a result, obtain wines with enhanced acidity
and lower alcohol content. In this study, a Malbec must from Lujan de Cuyo (Mendoza), was
used to carry out alcoholic fermentation with two strains of S. cerevisiae: Zymaflore™ FX10
(Laffort, France) as the conventional ethanol-producing strain and Zymaflore™ KLIMA
(Laffort, France) as the bioacidifying strain capable of producing both ethanol and malic acid.
As a result, KLIMA exhibited a slower fermentation kinetics, completing alcoholic
fermentation in 9 days, while FX10 finished it in 7 days. KLIMA showed a lower alcohol
content (13.87% v/v), higher total acidity (7.78 g/L), lower pH (3.77), and lower volatile
acidity (0.50 g/L) compared to those produced with FX10 (14.3% v/v; 6.62 g/L; 3.82; and
0.62 g/L, respectively) (ANOVA, p < 0,05, Tukey). Although malic acid concentration was
similar in both treatments, KLIMA exhibited higher concentrations of lactic acid (0.52 g/L)
and glycerol (13.18 g/L) than FX10 (0.03 g/L and 9.31 g/L, respectively), according to FT-IR
analysis. The results demonstrate that the bioacidifying strain studied represents a viable
alternative for producing fresher and more balanced Malbec wines, in line with current market

demands.

Keywords: bioacidifying Saccharomyces cerevisiae - fermentation kinetics - malic acid -

alcohol content



1. INTRODUCCION

La industria vitivinicola se encuentra frente a un desafio al momento de elaborar vinos a partir
de mostos con elevada concentracion de azicar y poca acidez, en un mercado cuya demanda
ha aumentado en los ultimos afios hacia el consumo de bebidas con menor contenido
alcohdlico e incluso, bebidas sin alcohol. Estas condiciones de los mostos suelen dar lugar a
fermentaciones largas, con el riesgo de posibles paradas fermentativas, y vinos con alto grado
alcohdlico, lo que contrasta con la tendencia actual dirigida hacia el consumo de vinos mas
frescos y de menor graduacion alcoholica.

En el contexto actual de cambio climatico global, que compromete principalmente areas
calidas, es un fendmeno cada vez mdas evidente donde el mayor aumento de temperatura
puede producir vinos desequilibrados, con alto contenido de alcohol (como resultado de altos
niveles de azicar) y menor acidez.

Para lograr un equilibrio adecuado entre azlicar, alcohol y acidez, existen diversas estrategias
que incluyen practicas viticolas, asi como prefermentativas, posfermentativas y
microbiologicas. Dentro de alternativas microbiologicas, existe la posibilidad de utilizar cepas
seleccionadas de levaduras capaces de bioacidificar el medio durante la fermentacion
alcohdlica y representan una herramienta importante para conservar un nivel de acidez mas
elevado en los vinos y, al mismo tiempo, reducir la concentraciéon de etanol. Se pueden
emplear cepas comerciales no-Saccharomyces como Lachancea thermotolerans, una levadura
autoctona de la uva capaz de metabolizar glucosa y fructosa en acido L-lactico sin formacion
de etanol. Sin embargo, al no tener la capacidad de completar la fermentacion alcohdlica, es
necesario realizar co-inoculaciones o inoculaciones secuenciales con cepas de Saccharomyces
cerevisiae.

De especial interés resulta la utilizacion de cepas seleccionadas de S. cerevisiae con bajo
poder desacidificante, es decir que, metabolizan menor cantidad de 4cido malico durante la
fermentacion alcoholica e incluso tienen la capacidad de producir pequefas cantidades de este
acido. Este metabolismo resulta en una disminucion de la cantidad de etanol producido por
azucar, debido a que las levaduras desvian parcialmente el metabolismo de azucares hacia la
produccion de metabolitos distintos al etanol y puede emplearse para elaborar vinos de menor
graduacion alcohdlica. Ademads, la capacidad de conservar y producir acido malico no solo
aporta frescura a nivel sensorial por sus efectos en el pH y acidez total, sino que también
contribuye a la estabilidad fisica, quimica y microbiologica del vino.

Los avances en la microbiologia enoldgica ofrecen nuevas practicas para la fermentacion de



vinos y contribuyen al desarrollo de estrategias que permiten adaptarse a las nuevas demandas
de los consumidores en un contexto de cambio climatico a nivel global. No obstante, el
analisis de la fermentacion de estas cepas bioacidificadoras resulta crucial para definir su
aplicacion en vinificacion, debido a su complejidad metabdlica, lo que a su vez permite
optimizar el proceso y mejorar los resultados en la produccion de vinos de menor graduacion
alcohdlica y mayor acidez.

Como hipotesis del trabajo se planted que la cepa seleccionada de S. cerevisiae, productora de
acido malico y etanol durante la fermentacion alcohdlica, mostrara una cinética fermentativa
distinta a la de la cepa productora unicamente de etanol, y que los vinos resultantes tendran
una menor graduacion alcohdlica y una mayor acidez.

El objetivo general del proyecto fue evaluar la cinética fermentativa de una cepa
seleccionada de S. cerevisiae que produce etanol y acido malico durante la fermentacion
alcohdlica, asi como las caracteristicas fisicoquimicas de los vinos resultantes, comparandola
con una cepa tradicional que produce principalmente etanol.

Los objetivos especificos fueron:

a- Realizar el seguimiento de la cinética fermentativa mediante la medicion de la densidad
durante la fermentacion alcoholica, tanto para S. cerevisiae bioacidificadora como para S.
cerevisiae tradicional, y calcular pardmetros derivados como la velocidad fermentativa,
identificando posibles diferencias en el consumo de azicares.

b- Monitorear la temperatura durante la fermentacion en ambos tratamientos, evaluando su
impacto en la cinética fermentativa.

c- Evaluar y comparar los pardmetros fisicoquimicos mdas importantes (etanol, pH, acidez
total, acidez volatil y azucares reductores) de los vinos resultantes y parametros derivados
como la tasa de conversion de azlcares en etanol y alcohol potencial.

d- Evaluar la produccion de 4cido malico y otros metabolitos por la cepa de levadura

bioacidificadora en los vinos terminados en comparacion con la cepa convencional.



2.  MARCO TEORICO

2.1 Contexto actual de la vitivinicultura
La vid se cultiva en una gran diversidad de climas, siendo este un factor clave para la
produccion de vino. La mayoria de las principales regiones vitivinicolas se localizan entre los
paralelos 35 y 50 en el hemisferio norte, y entre los paralelos 30 y 45 en el hemisferio sur
(van Leeuwen & Darriet, 2016). Estas regiones vitivinicolas estan experimentando los efectos
del cambio climatico, siendo especialmente afectadas las areas de clima célido y seco (Keller,
2023). Los constantes incrementos de didoxido de carbono y otras emisiones generadas por el
ser humano intensifican el efecto invernadero, provocando un aumento de las temperaturas
que afecta de manera directa la produccion agricola (Vion et al., 2024). Se destacan entre los
efectos mas importantes: el adelanto de los tiempos de cosecha, mayores concentraciones de
azucar en la uva que conducen a niveles elevados de alcohol en el vino, acidez més baja y
modificaciones de los compuestos aromaticos varietales (Mira de Orduia, 2010).
Un ejemplo se observa en la provincia de Mendoza (Argentina), una de las principales
regiones productoras de vino del hemisferio sur. A partir de un analisis realizado por
Straffelini ef al. (2023), se constatd que la temperatura maxima aument6 en promedio 0,7 °C
en el periodo 2010-2020 en comparacion con 1961-2009. Este incremento, sumado a periodos
de sequia, olas de calor intensas y un aumento de las precipitaciones extremas, compromete el
desarrollo de las bayas, afectando la cantidad y calidad del vino, y favorece procesos de
erosion del suelo que ponen en riesgo la integridad de los vifiedos (Straffelini ez al., 2023).
En los ultimos afos, se ha observado un aumento de hasta 2% v/v en el contenido alcohdlico
de los vinos, atribuido a climas mas calidos y a un cambio en las preferencias del consumidor
por aromas y sabores de fruta madura (Longo et al., 2017; Varela et al., 2015). Ademas, la
optimizaciéon de la madurez polifendlica y aromatica ha llevado a realizar cosechas mas
tardias (Jordao et al., 2015).
Actualmente, es cada vez mas frecuente cosechar uvas con un alcohol potencial superior al
14% v/v, lo cual puede resultar excesivo para alcanzar una calidad dptima en la mayoria de
los vinos (van Leeuwen & Darriet, 2016). Godden et al. (2015) reportaron un aumento en las
concentraciones promedio de alcohol en vinos australianos: en los vinos blancos, el contenido
alcoholico paséd de 12,5% v/v en 1985 a 13,16% v/v en 2005, estabilizdndose posteriormente;
mientras que en los vinos tintos, aumentd de 12,4% v/v en 1984 a un maximo de 14,5% v/v
en 2005, y luego se mantuvo cercano a 14% v/v.

Argentina sigue las mismas tendencias observadas a nivel global. Segun Catelén (2022), el



Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) fijé para el aino 2000 un contenido minimo de
alcohol de 11,6% v/v en los vinos. Luego, se observd un incremento sostenido en los
contenidos de azucar y, por ende, en el grado alcohdlico de los vinos tintos y blancos, que
paso del 12% v/v en 2010 a valores de 13,2% v/v en vinos tintos y rosados y de 12,8% v/v en
blancos en 2020 (Catelén, 2022).

En el contexto actual de cambio climatico, se ha vuelto evidente el aumento gradual del grado
alcohdlico y el pH. El aumento de temperaturas promedio y los cambios en la distribucion de
las precipitaciones afectan la fisiologia de la vid, influyendo en su crecimiento, rendimiento y
composicion de los frutos, lo que genera un desequilibrio en la calidad del vino (Kontoudakis
et al., 2011; Martinez-Moreno et al., 2023). También resulta en menor acidez debido al
aumento de la respiracion celular de los acidos, su neutralizacion o salificacion por cationes
(principalmente potasio), asi como la dilucidon por el aporte de agua en los granos de uva

durante la maduracion (Hidalgo Togores, 2010).

2.2 Cambios en las preferencias del consumidor

Los vinos de color intenso, complejos, con buen cuerpo y con sabores a fruta madura han sido
tradicionalmente preferidos por los consumidores (Morales et al., 2015; Varela et al., 2015),
por lo que se volvid necesario optimizar los procesos de extraccion de compuestos fenolicos.
Esto derivo en cosechas tardias ya que, si no se ha alcanzado el grado 6ptimo de madurez, se
pueden extraer compuestos amargos, herbaceos, y un exceso de astringencia (Kontoudakis et
al., 2011). Frente a esta situacion, los endlogos eligen priorizar la madurez fendlica en las
uvas y dejar de lado el punto de madurez industrial, lo que resulta en uvas con alta
concentracion de azucar y baja acidez (Mira de Orduina, 2010; Kontoudakis et al., 2011).

En los ultimos anos, los habitos de consumo han evolucionado hacia estilos de vida mas
saludables. Este fendmeno ha impulsado cambios e innovaciones en la industria vitivinicola,
orientados a satisfacer la creciente demanda de bebidas con menor contenido alcohoélico e
incluso alternativas sin alcohol (Bucher et al., 2018). Dicha demanda reflej6é un incremento
superior al 7% en el volumen de estas bebidas en los 10 principales mercados globales en
2022 (Afonso et al., 2024).

Estos cambios se deben, en parte, a politicas impulsadas por gobiernos, para concientizar
sobre el consumo moderado de bebidas alcohdlicas. Ademas, la creciente conciencia sobre los
efectos perjudiciales del alcohol en la salud ha influido en las decisiones de compra de los
consumidores (Bucher ef al., 2018), aumentando la preferencia por opciones con menor
contenido alcoholico que no solo podrian contribuir a disminuir el aporte calérico del vino,

sino también a mitigar los efectos negativos asociados con su consumo (Teng et al., 2020).



A pesar del creciente interés de los productores por reducir el grado alcohdlico del vino, es
importante hacerlo sin comprometer la calidad del vino, la aceptacién por parte de los
consumidores ni aumentar los costos de produccion (Varela ef al., 2015). Segun Longo et al.
(2017), menores concentraciones de etanol pueden provocar la pérdida de compuestos
volatiles, como los ésteres, que contribuyen al perfil sensorial del vino. Esto puede generar
rechazo en el consumidor y reducir su disposicion a adquirir vinos con bajo grado alcoholico.
Por lo que se han desarrollado diversas soluciones tecnologicas que permiten a la industria

adaptarse a los constantes cambios en las demandas y tendencias del mercado.

2.3 Implicancias del aumento de alcohol y pH

El aumento de la concentracion de azucar en la uva, que conduce a niveles elevados de
alcohol en el vino y acidez mas baja, tiene consecuencias a nivel microbioldgico, tecnologico,
sensorial y economico (Mira de Orduna, 2010).

En cuanto al aspecto microbiologico, las levaduras difieren en su respuesta a condiciones de
estrés generados por factores adversos durante la fermentacion alcoholica (Ferreira et al.,
2006). Entre estos factores, se encuentran las altas concentraciones de azucar que pueden
inhibir el crecimiento de levaduras o incluso provocar su lisis, lo que puede derivar en
fermentaciones enlentecidas o detenidas (Mira de Orduia, 2010). Esto ocurre debido al
elevado estrés osmotico al que estan expuestas al momento de la inoculacidon, ya que se
encuentran en condiciones hipertonicas que provocan la pérdida de turgencia y reducen su
capacidad para iniciar el crecimiento (Ferreira ef al., 2000).

Con respecto al pH, valores bajos favorecen la estabilidad microbiolégica y la conservacion
del vino al influir en los equilibrios entre las distintas formas del anhidrido sulfuroso:
anhidrido sulfuroso molecular, acido sulfuroso y bisulfito. Las dos primeras constituyen la
fraccion libre, también conocida como la forma "activa", responsable de las propiedades
antisépticas y antioxidantes (Hidalgo Togores, 2010; Ribéreau-Gayon et al., 2003a). A pH
bajos (3,0-3,2) predomina la fraccion molecular, proporcionando niveles altos de proteccion,
mientras que a pH mas altos disminuye su eficacia, debido a que aumenta la proporcion de
bisulfito, que carece de estas propiedades por encontrarse combinado con otros compuestos.
Por lo tanto, a pH elevados, se requieren dosis mayores de anhidrido sulfuroso para lograr el
mismo nivel de efectividad (Vion et al., 2024).

Desde el punto de vista tecnologico y sensorial, la tendencia hacia pH mas elevados y niveles
bajos de acidez favorece reacciones oxidativas que impactan en el color, sabor y aroma del

vino (Mira de Ordufa, 2010). La acidez es esencial para el perfil sensorial del vino, ya que



proporciona "frescura", una cualidad muy apreciada por los consumidores. En cambio, los
vinos con acidez muy baja son descritos como apagados y planos, con aromas y sabores poco
definidos y una menor persistencia en el paladar (Vion et al., 2024). Con respecto al color, el
pH influye en los equilibrios de las formas antocidnicas: cation flavilio, de color rojo; base
quindnica, de color azul; hemiacetal, incolora; y chalcona, de color amarillo muy palido
(Ribéreau-Gayon et al., 2003b). Al variar el pH, se modifican los equilibrios mediante
reacciones de 4cido-base, adicion o eliminacion de agua e isomerizacion (Dangles & Fenger,
2018), favoreciendo una mayor proporciéon de antocianinas hemiacetales incoloras, lo que
reduce el color de vinos tintos jévenes (Mira de Orduiia, 2010).

El etanol influye en diversos parametros sensoriales del vino como la viscosidad y la dulzura.
Concentraciones elevadas de etanol pueden reducir la complejidad aromatica de un vino y
aumentar las sensaciones de "calor" y "amargor" (Varela et al., 2015). Segiin Mira de Orduiia
(2010), el etanol afecta la volatilidad de compuestos volatiles del vino como alcoholes
superiores, ésteres, monoterpenos y pirazinas. Ademas, es responsable de incrementar la
sensacion metdlica en boca, modificar la percepcion de lo dulce y lo 4cido, y reducir la
astringencia percibida (Afonso et al., 2024).

Con respecto a lo econdmico, comercializar vinos de elevada graduacion alcohdlica puede
implicar mayores costos, reflejandose en un aumento del precio final del producto. Esto se
debe a que en algunos paises se aplican impuestos adicionales a las bebidas alcohoélicas
cuando el contenido de alcohol supera un limite establecido. Por ejemplo, el gobierno de
Estados Unidos aplica un impuesto de $0,50 mas por galoén de vino que supere el 14% v/v

(Alston et al., 2015).

2.4 Alternativas tecnoldgicas
Con el objetivo de disminuir la graduacion alcohdlica y el pH, se han desarrollado diversas
estrategias tecnoldgicas, las cuales se clasifican en practicas viticolas, prefermentativas,
posfermentativas y microbioldgicas.
2.4.1  Practicas viticolas
La concentracion de alcohol del vino esta principalmente determinada por la concentracion de

azucar en las uvas al momento de la cosecha (Varela et al., 2015).

- Deshoje: La relacion entre el area foliar/peso de la fruta impacta en la velocidad de
maduracion y en la composicion de las uvas, y es lo que determina principalmente la
concentracion de aztcares (Stoll ef al., 2010). Stoll ef al. (2010) evaluaron en Riesling que la

reduccion de la relacion entre el area foliar/peso de la fruta en un 28% a 57%, provoco un



retraso en la madurez de 14 a 20 dias, con una disminucioén de 4 °Brix aproximadamente sin
afectar la acidez total ni el pH. De manera similar, Martinez de Toda er al. (2013)
determinaron que un deshoje severo realizado después del cuaje retras6 la maduracion de
Garnacha y Tempranillo. Al momento de la cosecha, las uvas mostraron niveles menores de
solidos solubles, con una reduccion aproximada del 2% v/v en el alcohol potencial, asi como
menor pH y contenido total de antocianinas. El deshoje, ademds de equilibrar la relacion entre
la carga de fruta y la vegetacion, permite manipular el microclima de la canopia, logrando
mejoras en la calidad de las uvas, aunque sus resultados son variables por la interaccion de

factores como clima, variedad y suelo (O’Brien ef al., 2021).

- Riego precosecha: En la fase final de maduracion, el riego puede mitigar pérdidas por
deshidratacion y, en climas calidos, aumentar la acidez al favorecer la sintesis de acido
tartarico, mientras que el déficit hidrico reduce la acidez al acelerar la degradacion del acido
malico (Mendez et al., 2011; Balint & Reynolds, 2014). En la region central de California, se
estudio el efecto del riego en Merlot durante las etapas finales de maduracion del fruto, desde
los 20 °Brix hasta la cosecha (Mendez et al., 2011). Los resultados mostraron que el riego
tuvo un impacto minimo en pardmetros de composicion de las bayas, como el pH, el 4cido
malico, los fenoles totales y las antocianinas. Tratamientos de riego similares no mostraron
diferencias significativas en la composiciéon del vino (Junquera et al., 2012; Balint &

Reynolds, 2014).

- Uso de reguladores de crecimiento: Aplicar de forma exdgena reguladores de crecimiento,
en la zona de los racimos o en toda la canopia, podria ser util para retrasar el inicio de la
maduracion de los azucares (Varela et al., 2015). Existen investigaciones que sugieren que
tanto el etileno como el acido abscisico desempefian un papel en el control de la maduracion
del fruto, incluyendo el desarrollo del color, mientras que el nivel de auxinas normalmente se
reduce al inicio de este proceso (Symons et al., 2006; Novello & De Palma, 2013). En un
estudio con auxinas, especificamente acido 1-naftalenacético aplicado a Syrah, se observaron
mejoras en la sincronizacion en la acumulacion de azlcares entre las uvas y retrasos en la
maduracion sin afectar la calidad del vino, lo que sugiere que estos tratamientos podrian ser

utiles para controlar la composicion del fruto (Bottcher ef al., 2011).

- Determinacion de fecha de cosecha: Cosechar de forma temprana puede ser una alternativa

sencilla para disminuir la graduacion alcohodlica en los vinos. Sin embargo, la fecha de



cosecha influye de manera significativa en el perfil sensorial, ya que las uvas menos maduras
contienen mdas aromas herbaceos, menor extractabilidad de antocianinas y proantocianidinas
del hollejo y mayor extractabilidad de proantocianidinas de las semillas, lo que suele aportar
un exceso de astringencia y notas herbaceas a los vinos (Novello & De Palma, 2013). Esta
estrategia no es adecuada para todas las variedades, como Cabernet Sauvignon, donde el
exceso de aromas herbaceos puede resultar indeseable. Durante la maduracion, disminuyen
compuestos como las metoxipirazinas y aumentan compuestos positivos como antocianinas,

taninos y compuestos volatiles (Teng et al., 2020; Coombe & McCarthy, 2000).

2.4.2  Practicas prefermentativas
- Dilucién con agua: Si bien la adicion de agua a los mostos para disminuir la concentracion
de solidos solubles podria ser una estrategia efectiva, es una practica prohibida por las
legislaciones de muchos paises, incluida Argentina. Respecto al uso del agua, la Ley General
de Vino N° 14.878/1959, en su Art. 20 establece la prohibicion de “la adicion de agua al
mosto o vino en cualquier cantidad, forma o momento, [...] y en general sustancias no
autorizadas especificamente”, definiendo al producto como “no genuino” y quedando
prohibida su comercializacion o liberacion al consumo. En otros paises, la adicion de agua

esta restringida a necesidades técnicas especificas.

- Blend de mostos: Consiste en mezclar mostos de uvas con diferentes grados de maduracion
para ajustar la concentracion final de azucar y, por lo tanto, el grado alcohodlico del vino
(Catelén, 2022). Sin embargo, es dificil predecir el perfil sensorial del vino resultante ya que
las uvas cosechadas temprano pueden aportar un exceso de caracteres "herbaceos" o "verdes"
produciendo mostos desequilibrados y, en consecuencia, perfiles de sabor menos deseables

(Varela et al., 2015).

- Agregado de enzimas: La enzima glucosa oxidasa, obtenida del hongo Aspergillus niger,
convierte la B-D-glucosa en D-glucono-B-lactona, liberando perdxido de hidrogeno, y luego
cataliza la conversion a acido gluconico en presencia de oxigeno (Afonso et al., 2024). Por
esta razon, tiene el potencial de reducir los azticares destinados a la produccion de etanol en
vinos. Aunque el acido gluconico esta siempre presente en mostos y vinos, en aquellos
derivados de una cosecha sana y madura su concentracion no supera los 200-300 mg/L (OIV,
2025). Este acido puede aumentar debido a la sobremaduracion por pasificacion y por la
intervencion de Botrytis cinerea, no presenta limites legales y su presencia en niveles
elevados no necesariamente se considera un signo de mala calidad (OIV, 2025). En Sudafrica,

Biyela et al. (2009) utilizaron preparados comerciales de glucosa oxidasa y obtuvieron hasta



un 0,68% v/v menos en el contenido alcohodlico del vino al finalizar la fermentacion,

utilizando una concentracidn enzimatica de 30 kU.

- Nanofiltracion: La nanofiltracién consiste en pasar mosto de uva a través de una membrana
bajo presion para separar el permeado, que contiene menos azucar, y el retenido, con una
mayor concentracion de azucar (Varela et al., 2015). Luego, ambos productos se mezclan en
proporciones especificas para obtener un mosto con menos azucar que el mosto sin tratar.
Garcia-Martin et al. (2011) evaluaron nanofiltraciones dobles y lograron una reduccion de
etanol del 3,4% en vinos blancos y 1,8% en tintos respecto a los controles. Sin embargo, se
redujeron significativamente los compuestos fendlicos, causando pérdida de color, y se

detectaron cambios en aroma y sabor durante el analisis sensorial.

2.4.3  Practicas posfermentativas
- Blend de vinos: Consiste en mezclar vinos de alto contenido alcoholico que hayan alcanzado
la madurez fenolica con otros de menor graduacion alcohdlica y mayor acidez, elaborados a
partir de una cosecha temprana o de mostos verdes obtenidos mediante el raleo de racimos
(Catelén, 2022). Estos vinos “verdes” suelen tratarse con carbon activado y bentonita para
reducir compuestos fendlicos y aromas herbaceos (Kontoudakis et al., 2011). Numerosos
estudios han demostrado que esta estrategia permitié obtener vinos con un pH mas bajo,
menor contenido de alcohol y mayor concentraciéon de compuestos fendlicos, especialmente
de antocianinas y taninos (Martinez-Moreno et al., 2023; Catelén, 2022; Kontoudakis et al.,

2011), siendo una técnica sencilla y de bajo costo para las bodegas.

- Remocion de etanol por métodos fisicos: Estos métodos aplican procesos fisicos para
reducir parcial o totalmente el contenido de etanol en el vino, incluyendo procesos basados en
membranas y procesos térmicos.

En la 6smosis inversa, se aplican presiones de 60 a 80 bar para forzar el paso de agua y etanol
a través de una membrana semipermeable, reteniendo el resto de los compuestos (Afonso et
al., 2024). Gil et al. (2013) observaron que una reduccion de hasta 2% v/v solo provoco leves
cambios en acidez, polisacaridos y antocianos. La destilaciéon osmotica (o pervaporacion) se
emplea como segundo paso para tratar el permeado (Schmitt & Christmann, 2019),
permitiendo el paso de compuestos volatiles; sin embargo, reducciones de 5% v/v implicaron
pérdidas significativas de ésteres y alcoholes superiores (Lisanti ef al., 2013).

En la perstraccion evaporativa, el etanol se transfiere a una fase acuosa a través de una

membrana hidrofobica, aunque se ha reportado una pérdida de hasta 20% de compuestos



aromaticos con reducciones del 2% v/v (Diban et al., 2013).

La destilacion al vacio permite separar el etanol a bajas temperaturas gracias a la reduccion de
la presion (Catelén, 2022). Una disminucion del 2% v/v puede reducir hasta un 45% los
ésteres y un 25% los alcoholes superiores (Aguera et al., 2010). En Chardonnay
desalcoholizado al 3,36% v/v, ciertos compuestos volatiles dejaron de ser detectables,
alterando de forma importante el perfil aromatico (Petrozziello et al., 2019).

La desalcoholizacion con columnas de conos rotatorios se realiza en dos etapas: primero, el
vino pasa a temperatura moderada (26-28 °C) y baja presion (0,04 atm) para extraer los
aromas; luego, se reduce el alcohol a mayor presion y temperatura (38 °C) y se reincorporan
los aromas recuperados (Afonso et al., 2024). Loyola Garcia et al. (2021) compararon esta
técnica con la 6smosis inversa para reducir el alcohol al 6% v/v, observando que los vinos
obtenidos con conos rotatorios fueron menos preferidos por su elevada acidez, mientras que la

6smosis inversa destacod por mayor dulzor y calidad sensorial.

- Correcciones de acidez: La acidez en vinos incluye la acidez total, volatil, fija y el pH,
parametros clave para lograr un equilibrio adecuado (Hidalgo Togores, 2010). La
acidificacion directa se realiza con acidos organicos autorizados, principalmente con 4cido
tartarico L(+), capaz de aumentar la acidez total en 1,5 g/l por cada 1 g/L. afiadido
(Ribéreau-Gayon et al., 2003a). Por su “poder tampon™!, se recomienda acidificar tras la
fermentacion alcoholica y antes de la estabilizacion por frio, para minimizar pérdidas por
precipitacion de tartratos (Hidalgo Togores, 2010). El 4cido citrico, limitado a dosis de 1 g/L,
puede aportar notas a limon y ser metabolizado por bacterias lacticas, elevando la acidez
volatil y generando aromas indeseables (Ribéreau-Gayon et al., 2003a; Hidalgo Togores,
2010). EI acido lactico L(+) cuenta con varias ventajas, como su efectividad para lograr el
descenso del pH, estabilidad microbiologica y sensaciones gustativas y aromaticas agradables
(Hidalgo Togores, 2010). En un estudio, vinos acidificados con acido lactico se percibieron
mas equilibrados que los tratados con tartdrico, aunque con mayor acidez volatil (Landin
Ross-Magahy, 2021).

Las resinas de intercambio catidnico, regeneradas con acidos minerales, sustituyen cationes
del vino por H', reduciendo el pH y mejorando la estabilidad tartarica y disminuyendo
metales relacionados con el pardeamiento (Hidalgo Togores, 2010). Ponce ef al. (2018)

reportaron que el uso de resinas en vinos blancos y tintos redujo el pH, mejoro la estabilidad

' Capacidad de mantener un pH estable ante la adicion de un acido o una base fuerte, lo que le

confiere cierta resistencia a la modificacion del pH (Vion ef al., 2024).
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tartarica y disminuy6 metales relacionados con el pardeamiento.

2.4.4  Practicas microbioldgicas
2.4.4.1 Eleccion de levaduras S. cerevisiae con baja produccion de etanol

El uso de levaduras seleccionadas puede considerarse una herramienta simple y efectiva para
reducir el contenido de alcohol de los vinos. S. cerevisiae es la cepa de levadura mejor
adaptada a la fermentacion de mosto de uva debido a su eficiencia en la conversion de azicar
en etanol y su resistencia a las condiciones estresantes durante la fermentacion alcoholica
(Varela et al., 2015). S. cerevisiae no solo completa la fermentacion, transformando los
azucares (glucosa y fructosa) del mosto en etanol y anhidrido carbdnico, sino que también
produce metabolitos que influyen positivamente en el perfil sensorial del vino (Contreras et
al., 2014). En particular, el uso de S. cerevisiae seleccionadas con poder bioacidificante que
metabolizan menores cantidades de dcido malico durante la fermentacion (en condiciones
normales varia entre 10 y 25%), representa una herramienta clave y de gran relevancia en el
contexto actual. Estas levaduras no solo permiten conservar niveles mas altos de acidez en los
vinos (Hidalgo Togores, 2010), sino que también poseen metabolismos alternativos que les
permiten producir pequefias cantidades de acido malico. Este comportamiento se traduce en
una menor eficiencia en la conversion de azlcar en etanol y puede emplearse para elaborar
vinos de menor graduacion alcohdlica.

Diversos autores han propuesto estrategias basadas en el uso de levaduras genéticamente
modificadas (OGM) para producir vinos con menor contenido de alcohol. Mediante ingenieria
metabolica, se busca desarrollar cepas de S. cerevisiae capaces de desviar parcialmente el
metabolismo del carbono hacia la produccion de metabolitos distintos al etanol (Varela et al.,
2015). Zelle et al. (2008) reportaron que, mediante ingenieria metabdlica y el uso exclusivo
de la ruta no oxidativa de reduccién de oxaloacetato a malato, la cepa resultante de S.
cerevisiae produjo concentraciones de acido malico de hasta 59 g/L, con un rendimiento de
0,42 moles por mol de glucosa. No obstante, la posible produccion excesiva de metabolitos
secundarios indeseados, como acetaldehido y acetoina, que pueden afectar negativamente el
perfil del vino (Afonso et al., 2024), junto a las preocupaciones de los consumidores y los
gobiernos sobre los OGM, en relacion con la salud y el medioambiente, limitan su aplicacion
a escala comercial (Fleet, 2008). En este sentido, la normativa vigente de la OIV (2003)
establece que la obtencion y el uso de levaduras enoldgicas genéticamente modificadas
requieren autorizacion previa de la autoridad competente. En Argentina, no existen registros
de cepas autorizadas para vinificacion; hasta el momento solo se ha aprobado la

comercializacion de levaduras S. cerevisiae genéticamente modificadas para la produccion de
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bioetanol (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023, 2024).

La evolucion adaptativa es otra alternativa para seleccionar cepas S. cerevisiae. Durante miles
de afios, la seleccion natural, contraria a las tendencias actuales de reduccion del etanol en
vinos, ha favorecido la maximizacion de su produccion por parte de S. cerevisiae,
proporcionandole una ventaja selectiva frente a otros microorganismos (Varela et al., 2015).
Para generar levaduras de baja produccion de etanol mediante evolucion adaptativa, es
necesario aplicar una presion selectiva que favorezca una desviacion metabdlica de la
produccion de etanol. Abalos et al. (2011) utilizaron furfural como inhibidor metabdlico,
logrando una disminucion de hasta 0,6% v/v en la concentracion de etanol sin afectar al perfil

aromatico del vino.

2.4.4.2 Aislamiento de levaduras no-Saccharomyces

Otra posibilidad es utilizar especies no-Saccharomyces presentes en la microbiota propia de la
uva. Estas levaduras presentan menor rendimiento en etanol ya que, en presencia de oxigeno,
derivan parte del consumo de azucares hacia la respiracion (Crabtree-negativas), aunque
existen dificultades para su aplicacion en fermentaciones industriales (Martin Guindal, 2023).
Esto se atribuye a su menor capacidad fermentativa y baja competitividad frente a S.
cerevisiae, consecuencia de su baja resistencia ante las condiciones estresantes del mosto. En
los procesos de seleccion de levaduras no-Saccharomyces, es esencial considerar
caracteristicas fisiologicas y metabodlicas, como la resistencia a altas concentraciones de
azucar, anhidrido sulfuroso y etanol, asi como una elevada capacidad fructofilica y la
capacidad de fermentar a bajas temperaturas para asegurar una colonizacion exitosa del medio
(Mestre Furlani et al., 2017). Los microorganismos también deben ser menos eficientes en la
transformacion de los azucares en etanol, tener baja produccion de compuestos indeseables y
mayor produccion de compuestos que impacten positivamente en el vino.

Las cepas no-Saccharomyces no son capaces de completar la fermentacion alcoholica por si
solas, por lo que su uso combinado con S. cerevisiae, mediante inoculacién secuencial o
co-inoculacién, se presenta como una alternativa interesante debido al impacto que las
primeras tienen en la composicion, el perfil aromatico y el sabor de los vinos (Mestre Furlani
et al., 2017). Ademas, esta estrategia permite aprovechar los beneficios de una fermentacion
espontanea sin los riesgos que supone el desarrollo sin control de estas levaduras iniciadoras
(Catelén, 2022). Contreras et al. (2014) demostraron que la inoculacidon secuencial de
Metschnikowia pulcherrima seguida de S. cerevisiae redujo la graduacion alcoholica en 0,9%
v/v en Chardonnay y 1,6% v/v en Syrah, en comparacién con los vinos control. Ademas, en
ambos se observd mayor concentracion de alcoholes superiores y una disminucién en la

acidez volatil. En el caso del Chardonnay, también hubo una mayor concentracion de ésteres.
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De manera similar, Ciani ef al. (2014) reportaron reducciones de etanol que varian entre 0,64
y 1,60% v/v, mediante el uso de cepas de Candida stellata (reclasificada como Starmerella
bombicola), M. pulcherrima y L. thermotolerans, seguidas de S. cerevisiae, en comparacion

con ensayos de fermentacion con S. cerevisiae pura.

2.5 Bioacidificacion
Como se mencion6 previamente, el uso de levaduras seleccionadas con poder bioacidificante
representa una herramienta valiosa para mantener niveles mas altos de acidez en los vinos vy,

al mismo tiempo, reducir el contenido de alcohol (Hidalgo Togores, 2010).

2.5.1  Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcoholica es un proceso bioquimico en el que los azlcares se transforman en
etanol y anhidrido carbonico, junto con otros metabolitos como glicerol, acetato, succinato,
piruvato, alcoholes superiores y ésteres (Hidalgo Togores, 2010). Este proceso resulta de la
interaccion entre tres variables principales: la composicion inicial del mosto, las condiciones
tecnologicas del proceso fermentativo y las cepas de levaduras presentes, siendo S. cerevisiae
la especie dominante (Santamaria Martinez ef al., 1995), y es fundamental para la produccioén
de diversas bebidas, como el vino y la cerveza (Afonso et al., 2024).

Las levaduras necesitan transferir la coenzima reducida NADH a un receptor de electrones
para poder regenerar el NAD", y de esta manera, posibilitar la continuacion de la glucolisis y
la produccion de ATP. Durante la fermentacion alcohdlica, el 4cido pirtivico generado a partir
de la glucdlisis se descarboxila en acetaldehido, que luego se reduce a etanol catalizado por la
enzima alcohol deshidrogenasa, permitiendo asi la regeneracion de NAD™ (Ribéreau-Gayon et
al., 2003a). El proceso de fermentacion y la conversion de glucosa en etanol y CO, involucra
la participacion de 12 enzimas: 10 degradan la glucosa hasta piruvato, generando ATP para el
crecimiento de la levadura, y 2 convierten el piruvato en los productos finales de la
fermentacion para mantener el equilibrio redox de la levadura (Afonso et al., 2024).

El desarrollo de la fermentacion alcohdlica estd directamente vinculado a las fases de
crecimiento de las levaduras, que comprenden las etapas de latencia, aceleracion, crecimiento
exponencial, ralentizacidon, estacionaria y declive (Hidalgo Togores, 2010). Las
ralentizaciones o incluso las detenciones de la fermentacion alcohdlica pueden ocurrir por
diversos motivos, observandose en la mayoria de los casos una disminucién de la poblacion
viable de levaduras (Santamaria Martinez ef al., 1995). Cuando los mostos presentan un alto
contenido de azucares, gran parte de la fermentacion se realiza con levaduras en fase de

declive, pudiendo dificultar su finalizacion. Segun Hidalgo Togores (2010), las levaduras no
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se siguen multiplicando por la presencia de factores limitantes que inhiben su crecimiento.
Entre estos factores, destaca la acumulacion de sustancias segregadas por las levaduras, que
pueden ser toxicas en determinadas concentraciones, como el alcohol y los 4cidos grasos de
cadena media, los cuales alteran la permeabilidad de las membranas celulares. Asimismo, la
disponibilidad de nitrégeno asimilable condiciona la actividad fermentativa, influyendo en la
reproducciéon de las levaduras, su tolerancia al etanol y la velocidad de fermentacion
(Santamaria Martinez et al., 1995).

Ademas, para garantizar una cinética fermentativa adecuada y la correcta finalizacion de la
fermentacion alcoholica, es fundamental controlar la temperatura, ya que es el factor de
mayor incidencia en la cinética y la expresion de las sustancias aromaticas volatiles
(Santamaria Martinez et al., 1995). El tiempo de fermentacion es inversamente proporcional a
la temperatura; a mayor temperatura, menor sera su duracion. Sin embargo, si esta supera los
40 °C, se produce muerte celular debido a la desnaturalizacion de las proteinas. Asimismo,
temperaturas muy bajas pueden inhibir la fermentacion alcohodlica, sin producir la muerte de
las levaduras, debido al funcionamiento deficiente de la ATPasa como “bomba de protones”,

que acidifica el citoplasma celular (Hidalgo Togores, 2010).

2.5.2  Rutas metabolicas del 4cido malico durante fermentacion alcohdlica

La ramificacion de las rutas metabolicas durante la fermentacion alcohodlica es compleja y da
lugar a la formacion de productos secundarios, en su mayoria acidos organicos. Entre ellos,
ademas del acido pirtivico, el citrato, el malato, el fumarato y el succinato son los principales
metabolitos del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y del ciclo del glioxilato (Vion ef al.,
2024). Estos compuestos no solo actuan como precursores en la biosintesis de aminoacidos y
alcoholes superiores, sino que también desempefian un papel clave en las reacciones de
oxidorreduccion.

La actividad metabdlica de los microorganismos durante las fermentaciones alcohdlica y
malolactica modifica el equilibrio entre los acidos organicos (Vion et al., 2023). El acido
tartarico es el principal contribuyente a la acidez del vino e influye significativamente en su
percepcion organoléptica. Aunque no se metaboliza durante la vinificacion, su concentracion
disminuye a través de mecanismos fisicoquimicos, como la acumulacién de etanol o la
neutralizacion por cationes (K*, Ca?*, Na") (Scutarasu et al., 2021).

Las cepas de S. cerevisiae no pueden degradar eficazmente el acido madlico durante la
fermentacion alcoholica, solo lo degradan parcialmente (10 a 25%) a través de la
fermentacion maloalcohdlica, lo que contribuye a la reduccion de la acidez (Vion et al., 2023;
Ribéreau-Gayon et al., 2003a). Esta fermentacion implica la asimilacién del acido malico

como fuente de carbono por la enzima malica, que cataliza su descarboxilaciéon a acido

14



pirvico en una reaccion dependiente de NADH. Posteriormente, el acido pirGvico se
descarboxila, produciendo diéxido de carbono y etanal, que luego se oxida a etanol, en una
reaccion catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa (Hidalgo Togores, 2010). La enzima
malica requiere cationes divalentes (Mn?>" o Mg?) como cofactores y su localizacion varia
segun la especie de levadura: en Schizosaccharomyces pombe, la reaccion ocurre en el citosol
y la enzima presenta un K, bajo, lo que refleja una alta afinidad por el 4cido malico; mientras
que en S. cerevisiae se lleva a cabo en la mitocondria donde el K es mas elevado y la
reaccion solo es efectiva a altas concentraciones de acido malico (Vion et al., 2024).
El consumo activo de 4cido mélico aumentaria los niveles intracelulares de NADH, lo que
implicaria un aumento en la produccion de glicerol para regenerar el reservorio de NAD"
(Peltier ef al., 2021). Durante la fermentacion, el pH influye en la difusion y el metabolismo
intracelular del acido malico, cuyos pKa son 3,46 y 5,10. Dado que el pH del mosto varia
entre 3 y 4, el acido malico se encuentra principalmente en su forma no disociada y
monoprotonada. Al ingresar a la célula, predomina su forma desprotonada debido al pH
intracelular que oscila entre 5 y 6, el cual se mantiene gracias al bombeo activo de protones
hacia el exterior (Vion et al., 2023).
Recientemente, Peltier et al. (2021) identificaron variaciones genéticas naturales que pueden
modificar el catabolismo de las fuentes de carbono durante la fermentacion del vino. A través
de una estrategia de mapeo de QLTs?, descubrieron genes que influyen en la produccion de
glicerol y el porcentaje de acido malico consumido (MAC%), abriendo nuevas vias para el
control de la acidez utilizando la principal especie empleada en la fermentacion alcohdlica.
Ademas, Vion et al. (2023) obtuvieron nuevas cepas mediante un programa de seleccion,
capaces de producir hasta 3,2 g/L. de acido malico al final de la fermentacion alcoholica, las
cuales fueron enriquecidas con alelos acidificantes de varios QTLs. En una evaluacion
sensorial preliminar, los vinos obtenidos con cepas de producir acido malico fueron
claramente diferenciados, en concordancia con los andlisis quimicos, que mostraron
diferencias significativas en acidez total, pH y contenido de acido malico.
Vion et al. (2024) describieron cuatro rutas principales mediante las cuales el 4cido
L(-)-mélico se produce a partir del piruvato (Figura 1):

a. En presencia de oxigeno y con mitocondrias funcionales, el 4cido malico se genera en

la matriz mitocondrial a partir del fumarato, que a su vez es producido por el complejo

succinato deshidrogenasa. Esta reaccion es catalizada por la enzima fumarasa y forma

2 Por sus siglas en inglés, Quantitative Trait Loci, son regiones del genoma que estan

asociadas con caracteristicas genéticas vinculadas a rasgos fisiologicos de interés enoldgico.
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parte de la rama oxidativa del ciclo del acido tricarboxilico (TCA).

Durante la fermentacién alcoholica, el ciclo del TCA se divide en dos ramas
(oxidativa y reductiva) a nivel del complejo succinato deshidrogenasa, debido a la
ausencia de oxigeno como aceptor final de electrones. No obstante, los acidos
organicos C4 (malato, fumarato y succinato) se pueden producir en la mitocondria a
partir del oxaloacetato mediante la rama reductiva del ciclo del TCA. Esta via implica
la reduccion de oxaloacetato a malato por la isoforma mitocondrial de la enzima
malato deshidrogenasa.

La tercera via corresponde a la produccion &cidos organicos C4 en el citosol,
siguiendo un camino paralelo a la rama reductiva del TCA. Dado que el oxaloacetato
se genera exclusivamente por la actividad de la enzima piruvato carboxilasa citosolica,
estos acidos derivan de este en el caso que la glucosa sea la unica fuente de carbono.
La enzima malato deshidrogenasa citosolica cataliza su reduccion directa a malato, sin
necesidad de transporte mitocondrial. Esta reaccion puede proporcionar una fuente
alternativa para la regeneracion de NAD" al inicio de la fermentacion alcohdlica,
complementando la fermentacion gliceropiruvica.

La cuarta via de produccion de acido malico implica la condensacion de acetil-CoA y
glioxilato, catalizada por la enzima malato sintasa. Aunque el ciclo del glioxilato
interviene en la utilizacion de fuentes lipidicas en los peroxisomas, esta enzima
también se encuentra en el citoplasma en presencia de etanol y estd sujeta a la

represion catabodlica por glucosa.
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Figura 1. Metabolismo de los acidos organicos de S. cerevisiae (Adaptado de Vion et al.,

2024).
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3. METODOLOGIA

3.1 Uvas para la elaboracion
El ensayo se realizd a partir de uvas Malbec (Vitis vinifera L.) provenientes de vifiedos
comerciales ubicados en Las Compuertas, Lujan de Cuyo, Mendoza, Argentina (33°02'40"S
68°56'34"0) (Figura 2). La fermentacion fue llevada a cabo en la Bodega Alta Vista ubicada
en Chacras de Coria, Lujan de Cuyo, Mendoza, Argentina. Los racimos se cosecharon
manualmente con un contenido de sélidos solubles de 24 °Brix y se seleccionaron eliminando

hojas y aquellos que tuvieran signos de podredumbre.

il

33°0240'S 68°5634°0 | —t—

Figura 2. Imagen satelital del vifiedo ubicado en Las Compuertas (Lujan de Cuyo, Mendoza,
Argentina). El area delimitada en rojo corresponde a la totalidad del vifiedo, mientras que la

zona marcada en verde indica la parcela de Malbec seleccionada para el ensayo.

3.2 Microorganismos empleados
Se utilizaron dos cepas comerciales de S. cerevisiae, Zymaflore™ KLIMA (Laffort, Francia)
y Zymaflore™ FX10 (Laffort, Francia). La cepa KLIMA promete reducir el grado alcohdlico
de los vinos hasta un 0,5% v/v y reforzar su acidez (Laffort, 2024). Por esta razon, fue
considerada como la cepa bioacidificadora destinada a la conservacion y produccion de acido
malico durante la fermentacion alcoholica, a través de sus diferentes vias metabolicas. La
cepa FX10 es una levadura fructofilica con alta tolerancia al alcohol y resistente en un amplio
rango de temperaturas por lo que ofrece una alta seguridad fermentativa (Laffort, 2024). Las

fichas técnicas correspondientes a cada cepa se presentan en los Anexos A y B,
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respectivamente.

3.3 Elaboracion del vino
3.3.1 Disefio experimental
El experimento consistid en dos tratamientos de tres réplicas cada uno. El tratamiento A
correspondid a la inoculacion con la cepa Zymaflore™ KLIMA (Laffort, Francia), mientras
que el tratamiento B correspondi6 a la inoculacion con la cepa Zymaflore™ FX10 (Laffort,

Francia). Cada réplica se llevd a cabo en un bin plastico con capacidad aproximada de 570 L.

3.3.2  Encubado

Los racimos se despalillaron, manteniendo los granos enteros, y se afiadio bisulfito de amonio
en solucion acuosa (NH,HSO;) en una dosis de 6 g/100 kg de uva como antiséptico y
antioxidante. La uva despalillada se coloco en 6 bins plasticos nuevos y limpios, llenandolos
hasta dos tercios de su capacidad (400 L de mosto) para prevenir derrames, dado que durante
la fermentacion alcohodlica el incremento de la temperatura y la liberacion de anhidrido
carbonico provocan un aumento del volumen de la vendimia (Hidalgo Togores, 2010). Los
contenedores utilizados permitieron realizar las operaciones de vinificacion de manera
controlada y, al ser de forma cuadrada y poca altura, favorecieron el contacto de los sélidos
con el mosto, optimizando los procesos de maceracion.

Posteriormente, se realizd un andlisis fisicoquimico del mosto previo a la inoculacion de
levaduras para cuantificar los valores de solidos solubles, alcohol potencial, azicar, pH,

acidez total, anhidrido sulfuroso libre y nitrégeno facilmente asimilable (NFA) (seccion 3.4).

3.3.3  Preparacion del indculo de levaduras para la siembra
Las levaduras se rehidrataron utilizando una dosis de 20 g/hL en agua a 37-38 °C, en un
volumen equivalente a 10 veces su peso, junto con Superstart® (Laffort, Francia) como
preparador de levaduras que aporta factores de crecimiento y factores de supervivencia. La
ficha técnica del producto se presenta en el Anexo C. Luego de 20 minutos, se agregd mosto
de forma progresiva, para evitar el shock térmico, hasta que la diferencia de temperaturas
entre el mosto y el preparado de levaduras fue menor a 10 °C. El tiempo de hidrataciéon no
supero los 45 minutos, y las levaduras se incorporaron inmediatamente después del encubado

para minimizar el desarrollo de microorganismos indeseados.

3.3.4 Inicio de la fermentacion alcohodlica y seguimiento
Tras la adicion de las levaduras, la temperatura y la densidad del mosto de cada bin se
midieron dos veces al dia, a intervalos de 12 horas entre cada registro. Antes de cada registro,

se efectuaron bazuqueos para favorecer la extraccion de compuestos polifenolicos y la
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homogeneizacion de temperatura, concentracion de azlcar y distribucion de
microorganismos. En el tercer dia de fermentacion, se adicion6 Nutristart® (Laffort, Francia)
en una dosis de 25 g/hL, con el objetivo de asegurar la finalizacion del proceso fermentativo.
La ficha técnica del producto se presenta en el Anexo D.

Para las mediciones de densidad, se utilizaron tres densimetros (FITE, Argentina) con rangos
de 0,900-1,000, 1,000-1,100 y 1,000-1,200 g/mL. La medicién de la temperatura se realizé
con un termometro digital (FITE, Argentina), con rango de medicion de -50 a 150 °C, para
asegurar un rango optimo de temperatura de fermentacion.

Los datos de densidad del mosto en el tiempo durante el proceso de fermentacion alcohdlica
permitieron graficar la cinética fermentativa. La velocidad fermentativa se calculo a intervalos
diarios como el valor absoluto de la diferencia de azicar consumida entre un dia y el anterior.
Los valores de azucares se obtuvieron a partir de la densidad utilizando la tabla proporcionada
en la resolucion OIV-OENO 466-2012 de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
(OIV, 2012). La resolucion completa se presenta en el Anexo E. La finalizacién de la
fermentacion se determin6 en el punto de interseccion entre la curva de densidad en funcion

del tiempo con la densidad final (0,994 g/mL).

3.3.5 Finalizacion de la fermentacion alcoholica
Al alcanzar una densidad inferior a 0,994 g/mL, el vino permanecidé durante cinco dias
adicionales en los bins, en contacto con los sélidos y cubiertos por una capa de hielo seco para
inertizar. El vino no fue sometido a fermentacién malolactica, por lo que se realiz6 el sulfitado
con metabisulfito de potasio (K:S:0s) para alcanzar un valor de 30 mg/L de SO: libre. Los
analisis fisicoquimicos correspondientes se efectuaron inmediatamente después de esta etapa,
incluyendo la cuantificacion de azucares reductores, alcohol etilico, pH, acidez total, acidez
volatil (seccion 3.5), complementados con un andlisis del autoanalizador WineScan™ de

FOSS.

3.4 Analisis fisicoquimico del mosto
Se utilizaron los métodos de andlisis detallados en el Manual de Técnicas Analiticas para
mostos y vinos del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), aprobados por el
Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) (Nazrala et al., 2009). Los anélisis se realizaron en

el laboratorio de la Bodega Alta Vista.

3.4.1 Solidos solubles, alcohol potencial y aztcar
Fl contenido de solidos solubles se determino con el indice de refraccion con un refractometro

de mano de 0 - 32 °Brix (Arcano Green), previo a la lectura del 0 con agua destilada.
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El contenido de azucar (g/L) y alcohol potencial (% v/v a 20 °C) se determinaron conforme a
la tabla proporcionada en la resolucion OIV-OENO 466-2012 (OIV, 2012). En esta tabla se
establece la correspondencia entre el indice de refraccion, el porcentaje de sacarosa (% m/m),
el contenido en azucares y el grado alcoholico volumétrico potencial para los mostos. Para su
elaboracion, se considerd la relacion lineal que existe entre los valores de azucar y el grado
alcoholico volumétrico potencial (OIV, 2012) y los valores se calcularon con la siguiente
formula:

Contenido en azucares (g/L) x 0,05943 = Grado alcoholico volumétrico potencial (% v/v a 20 °C)

3.4.2 Acidez total y pH
Para determinar el pH, se utilizo el pHmetro MW150 (Milwaukee Electronics) calibrado con
las soluciones buffer pH 4 y pH 7 correspondientes. Para determinar la acidez total, se realiz6
una titulacion sobre 10 mL de muestra utilizando una solucién de NaOH 0,05 N y azul de
bromotimol como indicador, hasta observar el viraje de un color amarillo anaranjado en
medio acido a un color verde azulado en medio alcalino. Los valores de acidez total se
calcularon con la siguiente formula:
Acidez total (g acido tartarico/L vino) =n x 0,375
donde 7 es el gasto (mL) de la solucién de NaOH 0,05 N.

3.4.3 Anhidrido sulfuroso libre
El anhidrido sulfuroso libre se determind mediante el método de Rippert (Nazrala et al.,
2009). Se midieron 50 mL de muestra con pipeta de doble aforo y se anadieron 5 mL de acido
sulfurico 1:3 y 3 mL de engrudo de almidon al 2% como indicador. Finalmente, la muestra se
tituld con una solucién de yodo 0,02 N, empleando un haz de luz filtrada a través de una
solucioén de cromato de potasio de color amarillo para observar el punto final. Los valores de
anhidrido sulfuroso libre se calcularon con la siguiente féormula:
SO, Libre (mg/L) = G x 12,8
donde G es el gasto (mL) de la solucion de yodo 0,02 N.

3.4.4 Nitrogeno facilmente asimilable
El nitrogeno facilmente asimilable (NFA) se determino6 con el método del Sorensen, adaptado
de Zoecklein et al. (1999). Se colocaron 100 mL de muestra en un matraz aforado de 200 mL,
ajustando el pH a 8 con una solucidn de hidroxido de sodio 1 N y luego con 0,1 N, utilizando
un pHmetro. Luego de 15 minutos, se completd el volumen con agua destilada y se tomaron
100 mL, que fueron nuevamente corregidos a pH 8 con la solucion de NaOH 0,1 N. A
continuacion, se anadié 25 mL de formaldehido al 40% (neutralizado a pH 8) y se titul6 la

muestra con la solucion de NaOH 0,1 N hasta pH 8. El formaldehido, al entrar en contacto
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con el NFA, reacciona con los grupos amina (-NH:) de los aminoacidos y con los iones
amonio (NH4"), bloqueando su disponibilidad. Esta reaccion provoca la liberacion de protones
(H"), lo que genera un descenso del pH en la solucion, que posteriormente es titulada con la
solucion de NaOH (Constanza, 2021). Los valores de NFA se calcularon con la siguiente
formula:

NFA (mg/L) = G x 28
donde G es el gasto (mL) de la solucion de hidroxido de sodio 0,1 N.

3.5 Analisis fisicoquimico del vino
3.5.1  Azlcares reductores

Los azlcares reductores se analizaron mediante el método del Licor de Fehling
Causse-Bonnans (Nazrala et al., 2009). Primero, para realizar la defecacion de la muestra
antes de la titulacion, se colocaron 90 mL de vino en una probeta, junto con 10 mL de
solucion de acetato de plomo al 25% y 5 g de carbdn activado, y se dejo reposar durante 10
minutos. Este proceso se realizo para eliminar otras sustancias que puedan reaccionar bajo las
mismas condiciones que los azlcares, evitando resultados erroneos. Luego, se filtrd la
muestra con papel de filtro en un erlenmeyer de 250 mL.

Una vez obtenido el filtrado, se transfirié a una bureta acodada de 25 mL. En un erlenmeyer
de 250 mL, se colocaron 15 mL de licor de Fehling, medidos con pipeta de doble aforo, junto
con 50 mL de agua destilada. La titulacion se realiz6 en caliente, una vez que inicid la
ebullicion del licor de Fehling en el erlenmeyer. Cuando el liquido se aclaré de un azul al
celeste claro, se detuvo el goteo y se agregaron 3 gotas de azul de metileno. Se continu6 con
la titulacion hasta que aparecidé una mancha amarilla que luego se generaliz6 en toda la masa
del liquido. Se registraron los mL gastados de la bureta una vez que se alcanzo el punto final.
Los valores de aztcares reductores se calcularon con la siguiente formula:

Azucares reductores (g azucar/L vino) = 45,1 / n

donde 7 es el gasto (mL) del filtrado.

3.5.2  Alcohol etilico
Para cuantificar el alcohol etilico, se utilizd el método del alcohometro. Se enrasdé un matraz
aforado de 200 mL con la muestra y se transfirio6 a un balon de destilacion. Luego, se
neutralizaron el SO, y los 4cidos volatiles utilizando una solucién de NaOH concentrado (30 a
40%), hasta alcanzar un color verde sucio (en vinos tintos), y se afadieron 2 mL de
antiespumante.

El balon se cerrd con un tapon de goma unido a un refrigerante, y en la salida del mismo se
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colocd el matraz aforado de 200 mL utilizado previamente para la muestra. Se llevo a cabo la
destilacion hasta obtener aproximadamente dos tercios del volumen inicial, enrasando
posteriormente con agua destilada hasta completar nuevamente los 200 mL.
Una vez que el destilado se enfrid6 hasta alcanzar 20 °C, temperatura medida con un
termoémetro de vidrio calibrado de 0-100°C (FITE, Argentina), se transfirié a una probeta y se
determind el contenido alcohdlico con un alcohometro 10/20 :0,1%, calibrado a 20 °C (FITE,
Argentina). La lectura se realizd en la parte inferior del menisco y los resultados se
expresaron como % v/v (volumen/volumen) a 20 °C.
Adicionalmente, la tasa de conversion de azucares en etanol fue calculada a partir de la
relacion entre el azcar fermentable y el porcentaje de etanol producido (Mestre Furlani et al.,
2017):
Tasa de conversion de azlcares = (Az. inicial - Az. final) / Alcohol

donde Az. inicial corresponde al contenido de aztcar del mosto (g/L), determinado segun la

seccion 3.4.1.

Az. final corresponde al contenido de azticar final (g/L). Se consider6 igual a 0 a fines

practicos, segln la tabla de la resolucion OIV-OENO 466-2012 (O1V, 2012).

Alcohol corresponde al contenido de etanol (% v/v).

3.5.3  Acidez total y pH
Para la determinacion de pH, se utilizd6 el pHmetro MWI150 (Milwaukee Electronics)
calibrado con las soluciones buffer pH 4 y pH 7 correspondientes. Para determinar la acidez
total, se realizo una titulacion sobre 10 mL de muestra utilizando una solucion de NaOH 0,05
N y azul de bromotimol como indicador, hasta observar el viraje de un color amarillo
anaranjado en medio 4cido a un color verde azulado en medio alcalino. Los valores de acidez
total se calcularon con la siguiente formula:
Acidez total (g acido tartarico/L vino) = n x 0,375
donde 7 es el gasto (mL) de la soluciéon de NaOH 0,05 N.

3.5.4  Acidez volatil
Para determinar la acidez volatil, se utilizd el método de Jaulmes (Nazrala et al., 2009). Se
midieron 10 mL de vino con pipeta de doble aforo y se transfirieron a la ampolla del
dispositivo de destilacion junto con 1 mL de acido tartarico al 25%, con el objeto de desplazar
al acido acético de sus sales, para que pueda ser destilado. El proceso de destilacion se llevo a
cabo hasta recolectar 100 mL del destilado en un erlenmeyer de 250 mL. Posteriormente, se

realizaron tres titulaciones:

1. Primera titulacion: se afiadié fenolftaleina como indicador y se titulé6 con NaOH 0,1 N
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hasta obtener un leve color rosado.

2. Segunda titulacion: se acidifico la soluciéon con una gota de acido sulfurico concentrado,
se agregaron 3 mL de almidon como indicador y se titulé con yodo 0,02 N hasta alcanzar
un color azul violaceo.

3. Tercera titulacion: se agregaron 25 mL de boérax en solucion saturada y se tituld

nuevamente con yodo 0,02 N hasta recuperar el color azul violaceo.

Los valores de acidez volatil se calcularon con la siguiente formula:
Acidez volatil (g acido acético/L vino) = 0,6 (a - (b/5 + ¢/10))
donde a es el gasto (mL) de la solucion de NaOH 0,1 N.
b es el gasto (mL) de la solucién de yodo 0,02 N.

c es el gasto (mL) de la solucidon de yodo 0,02 N luego de la solucion de borax.

3.5.5 Andlisis de diferentes compuestos organicos de interés en el vino

Para la cuantificacion de diferentes compuestos organicos de interés se utilizo el
autoanalizador WineScan™ de FOSS bajo el principio FTIR. Este andlisis se terceriz6 en el
laboratorio MAG SRL. Las pautas sobre espectroscopia infrarroja por transformacion de
Fourier (FTIR) se encuentran establecidas en la resolucion OIV-OENO 390-2010 de la
Organizacion Internacional de la Vina y el Vino (OIV, 2010). Esta técnica permite escanear la
totalidad del espectro infrarrojo en una banda espectral de 2.000 a 10.000 nm, cubriendo tanto
el infrarrojo cercano como el medio (OIV, 2010).

El equipo, ya calibrado previamente por el laboratorio externo, permitié cuantificar de manera
simultdnea diversos compuestos organicos (etanol, acido malico, acido lactico, acido citrico,
glicerol, fructosa, glucosa, acido gluconico, acido tartarico y polifenoles totales mediante el
indice de Folin-Ciocalteu), asi como otros pardmetros de interés enologico, como acidez total

y volatil, pH, anhidrido carbonico y densidad.

3.6 Analisis estadistico de los datos
El anélisis estadistico de los datos se realizo utilizando el software InfoStat (v2013). Las
variables dependientes fueron la temperatura y la densidad del mosto a lo largo del tiempo,
que permitieron definir la cinética fermentativa y la velocidad fermentativa por intervalos.
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el analisis de varianza (ANOVA)
paramétrico previo al andlisis del cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de
varianzas (test de Levene), normalidad (test de Shapiro-Wilk) e independencia, seguido del
post-test de Tukey. Cuando los supuestos no se cumplieron, se aplicd un analisis de varianza

no paramétrico seguido del post-test de Kruskal-Wallis. Se consider6é un valor de p < 0,05
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como estadisticamente significativo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Parametros fisicoquimicos del mosto
Previo a la inoculacion de las levaduras, se evaluaron los parametros fisicoquimicos de los
mostos correspondientes a ambos tratamientos (FX10 y KLIMA). Los resultados se presentan
en la Tabla 1. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos para ninguno de los pardmetros analizados (ANOVA, p > 0,05), lo que indica que

las condiciones iniciales de fermentacion fueron comparables en ambos casos.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de los mostos antes de la fermentacion alcohélica.

Parametro FX10 KLIMA

Sélidos solubles (°Brix) 24,13 £0,15 24,17 £ 0,06
Alcohol potencial (% v/v) 14,22 £ 0,11 14,25 + 0,04
Azucar (g/L) 217,47 +£1,48 217,77 £ 0,58

pH 3,65 +0,02 3,66 £ 0,01

Acidez Total (g/L) 4,83 +0,11 4,80 £ 0,04

SO, Libre (mg/L) 4,67+ 1,15 5,33 +£0,58
NFA (mg/L) 224,00 + 3,00 222,00 + 1,73

4.2. Cinética fermentativa y temperatura

Con el objetivo de mejorar la comprension de la cinética de fermentacion de las cepas de
levaduras estudiadas, FX10 y KLIMA, se evalud la cinética fermentativa a través de la
evolucion de la densidad a lo largo del tiempo. Se observaron diferencias significativas entre
las cepas en varios puntos del proceso fermentativo.

En la Figura 3, se observa que hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
densidades de las cepas FX10 y KLIMA a partir del dia 2, siendo FX10 la que mostr6 valores
de densidad inferiores en cada dia evaluado. En el tratamiento con la cepa FX10, se observo
una disminucidn significativa de la densidad el dia 4 en comparacidon con el dia previo
(ANOVA, p < 0,05, Tukey). En el tratamiento con KLIMA, este descenso pronunciado
ocurrio en el dia 5 en comparacion con el dia previo (ANOVA, p < 0,05, Tukey). En ambos
casos, este comportamiento podria atribuirse a la adicion de nutrientes realizada en el tercer
dia (25 g/hL de Nutristart®), para favorecer el crecimiento de las levaduras y la correcta
finalizacion de la fermentacion. Las diferencias entre ambos tratamientos se mantuvieron
hasta el dia 6. La fermentacion alcoholica finaliz6 en el dia 7 para la cepa FX10, mientras que

en KLIMA concluy6 en el dia 9, lo que evidencia una cinética fermentativa mas lenta.
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Figura 3. Evolucion de la densidad promedio (g/mL) durante la fermentacion alcohdlica (dias)
de las cepas KLIMA y FX10. Las barras corresponden a la desviacion estandar, se indican

con * los dias donde existe una diferencia significativa segin ANOVA (p < 0,05).

La evolucion de la densidad permitié calcular la velocidad fermentativa por intervalos para
cada cepa (Figura 4). La tabla utilizada, incluida en el Anexo E, presenta ciertas limitaciones
ya que la densidad de inicio es de 1,039 g/mL. Por este motivo, la velocidad fermentativa por
intervalos se calcul6 unicamente para los dias en los que las densidades superaron dicho valor.
La cepa FX10 present6 una fase inicial de adaptacion al medio durante los dias 1-2, en la que
la velocidad fermentativa fue baja (10,83 + 4,07 g/L/dia). Entre los dias 3-4 se alcanz6 la
maxima velocidad fermentativa (109,93 + 5,78 g/L/dia), seguida de una disminucién
progresiva hasta la finalizacion de la fermentacion. Por el contrario, KLIMA mostr6 una
cinética mas lenta, con velocidades minimas en los dias 1-2 y 2-3 (5,07 = 5,26 y 2,70 + 2,92
g/L/dia, respectivamente) lo que podria indicar una fase de latencia mas prolongada. La etapa
de maxima velocidad fermentativa, que ocurri6 entre los dias 4-5 (105,67 = 12,56 g/L/dia), se
alcanz6 un dia mas tarde en comparacion con FX10.

El andlisis estadistico no reflejo diferencias significativas entre las velocidades maximas
alcanzadas por cada uno de los tratamientos (ANOVA, p > 0,05), si bien fueron alcanzadas en
dias distintos, lo que sugiere que ambas cepas poseen una capacidad comparable para alcanzar

velocidades maximas de fermentacion.
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Figura 4. Velocidad fermentativa por intervalos diarios de las cepas KLIMA y FXI0,
expresada como la reduccion de la concentracion de azicar promedio (g/L) por dia. Las barras
corresponden a la desviacion estandar. Letras distintas (a, b) indican diferencias significativas

(ANOVA, p < 0,05, Tukey).

El proceso de fermentacion del vino fue monitoreado hasta que se constato su finalizacion al
alcanzar densidades menores a 0,994 g/mL. La duracion total de la fermentacion mostro
diferencias entre las cepas, con KLIMA finalizando en 9 dias y FX10 en 7 dias, aunque ambas
completaron el proceso exitosamente.

Las diferencias observadas en la duracion y la cinética de la fermentacion reflejan tanto la
capacidad de adaptacion y multiplicacion de cada cepa como las particularidades de su
metabolismo. La cepa FX10 presentd una fermentacion mas rapida y homogénea, mientras
que KLIMA mostr6 una cinética mas lenta, con un retraso en la fase exponencial y una etapa
de desaceleracion mdas prolongada antes de completar la fermentacion alcoholica. Estas
variaciones podrian atribuirse a su actividad metabolica: FX10 dirige su metabolismo
principalmente hacia la conversion de azicares en etanol, mientras que KLIMA redirige parte
de los intermediarios del metabolismo hacia la sintesis de acido malico, favoreciendo la
bioacidificacion del medio.

Por otra parte, en la figura 5 se observa que FX10 mostr6 un incremento progresivo de la
temperatura a lo largo del proceso, alcanzando su méaximo en el dia 4 (26,37 °C + 0,40). Este

comportamiento contrasta con KLIMA, que inicialmente mantuvo temperaturas mas
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moderadas, pero alcanzo6 un pico térmico superior en el dia 5 (29,23 °C + 0,32), coincidiendo
con una intensa actividad fermentativa que provoc6 una marcada disminucién en la densidad.
En el dia 5 se aplico hielo seco (solo para el tratamiento KLIMA) para prevenir un aumento
excesivo de la temperatura, aunque ésta se mantenia dentro del rango recomendado para la
fermentacion de vinos tintos (Hidalgo Togores, 2010).

Para ambas cepas, se encontrdé una correlacion positiva entre la temperatura promedio y la
velocidad fermentativa (KLIMA, r = 0,52, p = 0,0091; FX10, r = 0,56, p = 0,0040), lo que
indica que un aumento en la velocidad fermentativa generaria un incremento en la
temperatura. Este resultado es coherente, dado que una mayor velocidad fermentativa implica
una mayor actividad metabolica de las levaduras y, al tratarse de reacciones exotérmicas, la

liberacion de calor explica el incremento de la temperatura observado.

1 Refrigeracion
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Temperatura (°C)
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Figura 5. Evolucion de la temperatura promedio (°C) durante la fermentacion alcohoélica
(dias) de las cepas KLIMA y FX10. Las barras corresponden a la desviacion estdndar, se

indican con * los dias donde existe una diferencia significativa segin ANOVA (p < 0,05).

Ademas, el aumento de temperatura en KLIMA podria influir sobre la extraccion de
compuestos fendlicos en el vino, ya que vinos elaborados a 29 °C presentaron valores mas
altos del indice de polifenoles totales (IPT) desde el primer dia de maceracion en comparacion
con los elaborados a 24 °C (Ferrero et al., 2025). Venanzi (2014) demostr6 que la temperatura
afecta significativamente esta extraccion, al favorecer el ablandamiento de los tejidos
vegetales y comprometer la integridad de la pared celular, lo que facilita la liberacion de

polifenoles. La temperatura de fermentacion también influye en la composicion aromatica: a
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temperaturas mas bajas (15 °C) predominan aromas frutales y frescos, mientras que a 28 °C se
observa una mayor concentracién de compuestos asociados a aromas florales (Molina et al.,
2008). En la etapa final de fermentacion (dias 8 y 9), las temperaturas en ambos tratamientos
se estabilizaron en valores cercanos a 21-22 °C, sin diferencias estadisticamente significativas

(ANOVA, p > 0,05), reflejando la disminucion de la actividad metabolica de las levaduras.

4.3. Parametros fisicoquimicos del vino terminado
4.3.1  Produccioén de etanol
La produccion de etanol se evalu6 al finalizar la fermentacion alcohoélica en los tratamientos
correspondientes a las cepas KLIMA y FX10. Los resultados muestran que el contenido
medio de etanol fue mayor en el tratamiento FX10, con un promedio de 14,3 + 0,1 % v/v;
mientras que el tratamiento KLIMA alcanz6 un promedio de 13,87 = 0,06 % v/v (ANOVA, p
< 0,05, Tukey) (Figura 6). Este resultado es consistente con la caracterizacion de la cepa
FX10 como levadura de alto rendimiento alcohélico, mientras que la cepa KLIMA presento
una produccion inferior relacionada con su capacidad de desviar parte de los aztcares hacia la

sintesis de metabolitos distintos al etanol.

14,5
14,4 7
14,3

14,2

14,0

13,9

Alcohol (% v/va20°C)

13,8
13,7

13,6
KLIMA FX10

Figura 6. Produccioén de etanol promedio para las cepas KLIMA y FX10, expresada como
porcentaje en volumen sobre volumen (% v/v a 20 °C). Las barras corresponden a la

desviacion estandar. Letras distintas (a, b) indican diferencias significativas (ANOVA, p <

0,05, Tukey).

4.3.2  Alcohol potencial y tasa de conversion de azlicares en etanol
Respecto al alcohol potencial, estimado a partir de la tabla presentada en el Anexo E, para

FX10 se obtuvo un valor de 14,22 + 0,11 % v/v, que no difirid significativamente del alcohol
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realmente obtenido (14,3 £ 0,1 % v/v) (ANOVA, p > 0,05). Por el contrario, el alcohol
potencial calculado para KLIMA (14,25 £+ 0,04 % v/v) resulto significativamente mayor que
el alcohol realmente obtenido (13,87 + 0,06 % v/v) (ANOVA, p <0,05, Tukey). Esto se debe
a las rutas metabolicas alternativas de KLIMA que reducen la eficiencia de conversion en
alcohol. Por lo tanto, la estimacion del alcohol potencial antes de la fermentacion alcohodlica
resulta méas compleja al utilizar KLIMA, ya que las tablas y factores de correccion suelen
basarse en cepas con alta eficiencia en la produccion de etanol. Al finalizar la fermentacion, la
concentracion de azucares reductores fue minima (1,80 £ 0 g/L) para ambas cepas, lo que
confirma que el proceso se completd y el vino se considerd seco.

En relacién a la tasa de conversion de azlicares en etanol, las cepas evaluadas presentan tasas
mas bajas en comparacion con valores tedricos, que se sitlian entre 16 a 17 g/L por cada 1%
v/v de etanol producido dependiendo de las condiciones del medio y del tipo de levadura
(Hidalgo Togores, 2010). Los valores promedio se situaron en 15,70 g/L % v/v + 0,02 para
KLIMA y 15,21 g/L % v/v + 0,02 para FX10, mostrando diferencias significativas entre cepas
(ANOVA, p < 0,05, Tukey) (Figura 7). Resultados similares fueron reportados por Mestre
Furlani et al. (2017), quienes observaron en S. cerevisiae BSc114 una tasa de conversion de

16,04 g/L % v/v, valor préximo al tedrico y consistente con lo esperado para estas cepas.
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Figura 7. Tasa de conversion de azucares en etanol promedio para las cepas KLIMA y FX10,
expresada como gramos de azlcar por cada 1% v/v de etanol a 20 °C. Las barras
corresponden a la desviacion estandar. Letras distintas (a, b) indican diferencias significativas

(ANOVA, p < 0,05, Tukey).

Estos resultados indican que la cepa KLIMA presentd una tasa de conversion de azlcares en

etanol superior al de FX10, lo cual indica que consume mas azucar por unidad de alcohol
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producido e implica diferencias en la eficiencia relativa de conversion de azucares en etanol
entre las cepas estudiadas. Este comportamiento era esperable, dado que KLIMA se
caracteriza por desviar parte del azicar hacia otras rutas metabodlicas y su capacidad para
preservar la acidez, lo que reduce su eficiencia en la produccion exclusiva de etanol. Esta
caracteristica resulta beneficiosa para su aplicacion en mostos con elevada concentracion de

azucar, ya que permite obtener vinos con menor graduacion alcohélica y mayor frescura.

4.3.3  Acidez total, acidez volatil y pH
Al finalizar la fermentacion alcohodlica, se evaluaron los pardmetros asociados a la acidez con
el objetivo de caracterizar los tratamientos. Los resultados se presentan en la Tabla 2.
La cepa KLIMA present6 una acidez total de 7,78 + 0,03 g/L, significativamente superior a la
observada en FX10 (6,62 + 0,02 g/L) (ANOVA, p < 0,05, Tukey). Este resultado confirma
que KLIMA permite conservar e incluso aumentar la acidez durante la fermentacion

alcohdlica, promoviendo una mayor acidificacion del medio en comparacion con FX10.

Tabla 2. Parametros de acidez de las cepas FX10 y KLIMA al finalizar la fermentacion

alcohdlica y su comparacion entre tratamientos.

Parametro FX10 KLIMA p-valor*
Acidez Total (/L de 6,62 + 0,02 7,78 + 0,03 <0,0001
acido tartarico)
Acidez Volitil (g/L 0,63 + 0,03 0,50 % 0,01 0,0015
de 4&cido acético)
pH 3,82+ 0,01 3,77+ 0,02 0,0101

* p-valor corresponde a ANOVA.

Respecto a la acidez volatil, FX10 presentdé un valor promedio de 0,63 + 0,03 g/L,
significativamente superior al registrado para KLIMA (0,50 + 0,01 g/L) (ANOVA, p < 0,05,
Tukey). La acidez volatil puede generarse como subproducto de la fermentacion alcohdlica de
S. cerevisiae, también es un producto del metabolismo de bacterias acéticas y lacticas (Vilela
et al., 2010). Si bien ambas cepas produjeron niveles aceptables de acidez volatil, este
parametro esta directamente asociado a la calidad de los vinos, dado que concentraciones
elevadas repercuten de manera negativa en la misma (Ribéreau-Gayon et al., 2003b). La
menor produccion registrada para la cepa KLIMA constituye una ventaja tanto sensorial como
enoldgica. En cuanto al pH, los valores también difirieron significativamente entre
tratamientos (ANOVA, p < 0,05, Tukey), siendo el vino fermentado con la cepa KLIMA (3,77

+ 0,02) ligeramente mas acido que el fermentado con FX10 (3,82 + 0,01). Esta disminucién
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del pH es coherente con la mayor acidez total observada en KLIMA respecto a FX10, lo que
confirma su capacidad para conservar o incluso aumentar la acidez durante la fermentacién
alcoholica. Como consecuencia, la acidificacion del medio contribuye favorablemente a la
estabilidad microbiologica, a la eficacia del uso de anhidrido sulfuroso y a la percepcion de

frescura del vino.

4.3.4  Produccién de acido malico y otros metabolitos
Luego de la fermentacion alcohdlica, se realizé un andlisis fisicoquimico complementario de
los vinos elaborados con las cepas FX10 y KLIMA con el autoanalizador WineScan™ de
FOSS bajo el principio FTIR. Para este analisis, se trabajo con una muestra por tratamiento
obtenida de la homogeneizacion de las tres réplicas, por lo que no fue posible realizar un

analisis estadistico. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados del anélisis fisicoquimico complementario con autoanalizador de las

cepas FX10 y KLIMA.

Parametro FX10 KLIMA
Alcohol (% v/v) 14,32 14,05
Acidez total (g/L) 5,59 6,67
Acidez volatil (g/L) 0,29 0,11
Acido malico (g/L) 2,81 2,57
pH 3,89 3,78
Acido lactico (g/L) 0,03 0,52
Fructosa (g/L) 1,78 1,53
Glucosa (g/L) 0,64 0,17
Acido citrico (g/L) 0,63 0,65
Anhidrido carbonico (mg/L) 797,84 778,91
Densidad (g/mL) 0,994 0,996
fndice Folin-Ciocalteu 42,92 45,93
Acido glucénico (g/L) 0,00 0,00
Glicerol (g/L) 9,31 13,18
Acido tartarico (g/L) 1,52 1,49
Fructosa + Glucosa (g/L) 2,42 1,70

Se cuantifico el contenido de acido malico, obteniéndose valores de 2,81 g/L para FX10 y
2,57 g/L para KLIMA. Aunque ambos tratamientos presentaron concentraciones similares, se

esperaba un contenido mas elevado para KLIMA debido a su capacidad de biosintesis de
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acido malico a partir de rutas metabdlicas secundarias. La menor concentracién observada
podria explicarse, al menos en parte, por la temperatura maxima alcanzada por KLIMA
durante la fermentacion: en el dia 5 se registraron temperaturas elevadas (29,23 °C £ 0,32), las
cuales, segun Su et al. (2014), podrian favorecer la degradacion del acido malico por cepas
termotolerantes como S. cerevisiae. En este contexto, es relevante sefalar que KLIMA fue el
unico tratamiento en el que se aplico refrigeracion y refleja la importancia de controlar la
temperatura para no comprometer el potencial de bioacidificacion.

Estudios previos han demostrado que ciertas cepas seleccionadas de S. cerevisiae pueden
producir hasta 3 g/L de acido malico y reducir el pH del vino hasta en 0,5 unidades en
comparacion con cepas consumidoras de este acido (Vion et al., 2023). En la misma linea,
Yeramian et al. (2007) aislaron cepas de S. cerevisiae y encontraron que solo 10 de un total de
282 fueron capaces de producir acido L(-)-malico en concentraciones de entre 0,5 y 1 g/L
durante la fermentacion alcohodlica. Segln estos autores, las levaduras sintetizan dcido malico
L(-) a través de la via del fumarato, catalizada por la enzima fumarasa citosdlica o
mitocondrial, o a través del dacido oxalacético, catalizada por la enzima malato
deshidrogenasa. Ademas, se observd que la produccion de acido malico se vio favorecida por
temperaturas entre 18 y 25 °C, asi como por mostos con pH elevado y bajas concentraciones
de azucar, 4cido malico inicial y nitrégeno facilmente asimilable (Yeramian et al., 2007).

El tratamiento con KLIMA presentd una concentracion mas elevada de acido lactico (0,52
g/L) en comparaciéon con FX10 (0,03 g/L). Este resultado es coherente con la mayor acidez
total observada en KLIMA respecto a FX10. La mayor concentracion de acido lactico podria
estar asociada al metabolismo de la levadura o a una fermentacion maloldctica parcial
realizada por bacterias lacticas en paralelo a la fermentaciéon alcohdlica. La primera
posibilidad resulta poco probable, ya que S. cerevisiae solo produce trazas de acido lactico
durante la fermentacion debido a la ineficiencia de las enzimas lactato deshidrogenasas en las
mitocondrias (Vicente et al., 2022). La segunda posibilidad resulta mas probable, ya que
también explicaria la menor concentracion de acido malico en KLIMA, al haber sido
parcialmente metabolizado por bacterias lacticas. Es posible que estas bacterias, presentes en
la vendimia y capaces de alcanzar poblaciones de 10° células/mL durante la fermentacion
alcoholica (Hidalgo Togores, 2010), se hubieran desarrollado antes de que finalizara la
fermentacion y comenzado a degradar el 4cido malico, previo al sulfitado e inertizacion final.
Finot (2018) obtuvo resultados similares, observando que los vinos elaborados con levaduras
bioacidificadoras presentaron mayor acidez total y niveles mas altos de acido lactico al final

de la fermentacion en comparacion a levaduras convencionales.
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La concentracion de glicerol, compuesto de sabor dulce que suaviza la astringencia, fue
mayor en KLIMA (13,18 g/L) frente a FX10 (9,31 g/L). Estos resultados coinciden con los
reportados por Pascual et al. (2017), quienes observaron que los vinos fermentados con una
cepa bioacidificadora presentaban un menor contenido de alcohol y una mayor concentracion
de glicerol, concluyendo que la levadura redirige parte del flujo metabolico de los azlcares
hacia la produccion de glicerol.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el impacto de KLIMA sobre la
acidez del vino no se limita exclusivamente a la acumulacion de acido malico. Por el
contrario, su contribucion parece responder a un equilibrio mas complejo de 4cidos orgénicos,
lo cual debe ser considerado al evaluar su utilidad tecnoldgica en mostos con baja acidez
inicial.

Con respecto al alcohol, los vinos alcanzaron valores de 14,32% v/v para FX10y 14,05% v/v
para KLIMA. Comparado con los resultados reportados en la seccion 4.3.1, se mantuvo la
misma tendencia, con FX10 registrando valores superiores a KLIMA, lo que refuerza la
premisa que la cepa bioacidificadora es capaz de producir menor cantidad de alcohol. No
obstante, se observaron ligeras diferencias en los resultados, atribuidas a las limitaciones
propias de cada metodologia analitica, ya que ninguna técnica puede considerarse mas exacta
que la otra. Los métodos espectroscdpicos, aunque son rapidos y faciles de ejecutar, requieren
de un proceso de calibracion frente a los métodos oficiales para garantizar la fiabilidad de los
resultados (Dini et al., 2021). Por otra parte, las técnicas convencionales de laboratorio
presentan limitaciones relacionadas con la cantidad de muestra requerida, la precision
analitica del personal y el tiempo necesario para completar el analisis (Dini ef al., 2021).

En cuanto a los azucares reductores (expresados como fructosa + glucosa), se observaron
valores bajos, con 2,42 g/ en FX10 y 1,70 g/LL en KLIMA. Si bien hubo diferencias en
FX10, los resultados confirman que la fermentacion alcohdlica fue completa, obteniéndose
vinos secos (< 4 g/L) (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2012).

La acidez total fue mayor en el vino fermentado con KLIMA (6,67 g/L expresados como
acido tartarico) en comparacion con FX10 (5,59 g/L). Esta diferencia era esperable, dado que
KLIMA tiene la capacidad de preservar la acidez durante la fermentacion, manteniendo la
misma tendencia descrita en la seccion 4.3.3. No obstante, en ambas cepas los valores fueron
aproximadamente 1 g/L inferiores a los obtenidos en el laboratorio, lo que se atribuye a las
diferencias entre las técnicas previamente mencionadas. La acidez volatil se mantuvo baja en
ambos tratamientos y dentro de niveles aceptables, con valores de 0,29 g/LL de 4cido acético
en FX10 y 0,11 g/L en KLIMA. Las diferencias respecto a los resultados de laboratorio

probablemente se deban al mismo factor mencionado anteriormente. Asimismo, se confirma
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la tendencia de KLIMA como cepa asociada a una menor produccion de acidez volatil, lo que
constituye una ventaja tanto desde el punto de vista sensorial como enoldgico. El pH
acompaid la tendencia observada en la acidez total: el vino fermentado con KLIMA presento
un valor ligeramente menor (3,78) en comparacion con FX10 (3,89). Estas diferencias fueron

minimas y consistentes con los resultados obtenidos en el laboratorio.

4.4. Limitaciones del estudio

El ensayo se llevd a cabo utilizando una unica variedad de uva y no incluy6 andlisis sensorial
de los vinos terminados. Seria beneficioso evaluar la influencia de la cepa KLIMA en
distintas variedades, complementado con un andlisis sensorial, con el fin de determinar si los
efectos beneficiosos observados en este estudio se mantienen en diferentes contextos.
Asimismo, seria interesante analizar sensorial y fisicoquimicamente la influencia de KLIMA
en los vinos luego de ser sometidos a fermentacion malolactica y crianza en barrica, con el
objetivo de estudiar la evolucion del vino a lo largo del tiempo.

Otra limitacion del estudio fue la ausencia de andlisis por triplicado en los ensayos realizados
mediante autoanalizador, lo cual habria permitido un andlisis estadistico de los datos y
conclusiones robustas. Ademads, la falta de una tabla completa que incluya densidades
menores a 1,039 g/mL junto con su correspondiente concentracion de azucares (g/L) impidio
evaluar con detalle la velocidad fermentativa en las etapas finales de la fermentacion

alcoholica.
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5.

CONCLUSIONES

Si bien la cepa KLIMA presentd una cinética mas lenta comparada con FX10, con una
mayor fase de latencia y una etapa de desaceleracion mas prolongada, estas diferencias no
afectaron su capacidad para completar la fermentacion en 9 dias, frente a los 7 dias de
FX10.

Se encontré una correlacion positiva entre la temperatura promedio y la velocidad
fermentativa para ambos tratamientos. En particular, el control de la temperatura en
KLIMA durante la fermentacion resulta clave para preservar el potencial
bioacidificadora.

El tratamiento con KLIMA logré un menor grado alcohdlico (13,87 £ 0,06 % v/v) en
comparacion con FX10 (14,3 = 0,1 % v/v), lo que confirma su potencial para elaborar
vinos con menor graduacion alcoholica.

El tratamiento con KLIMA mostr6 una acidez total mayor (7,78 £ 0,03 g/L) y un pH mas
bajo (3,77 = 0,02) en comparacion con FX10 (6,62 £ 0,02 g/l y 3,82 £+ 0,01,
respectivamente), lo que confirma su capacidad de preservar e incrementar la acidez
durante la fermentacion alcohdlica.

Asimismo, KLIMA present6 valores mas bajos de acidez volatil comparada con FX10
(0,50 £ 0,01 g/L y 0,63 += 0,03 g/L, respectivamente), lo que supone una ventaja
adicional, dado el efecto negativo de este parametro sobre la calidad del vino.

Tanto KLIMA como FX10 presentaron concentraciones similares de acido malico (2,57
g/l y 2,81 g/L, respectivamente). No obstante, los vinos elaborados con KLIMA
mostraron una mayor concentracion de acido lactico (0,52 g/L) y glicerol (13,18 g/L),

compuestos que contribuyen a una mayor calidad sensorial del vino.
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ANEXO A. Ficha Técnica Zymaflore™ FX10.
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ZYMAFLORE®

LYMAFLORE® FX10

Levadura Saccharomyces cerevisiae para grandes vinos tintos, elegantes y estructurados.

Levadura seca activa (LSA) seleccionada, no OGM, para uso Enologico. Apto para la elaboracion de productos destinados al
consumo humano directo, dentro del marco legal vigente para la enologia. Conforme al Reglamento (UE) 2019/934.

ESPECIFICACIONES Y PROPIEDADES ENOLOGICAS

ZYMAFLORE® FX10 es la cepa para grandes vinos tintos definidos por su elegandia, que combinan estructura, volumen
en boca e intensidad colorante. La técnica, mejora genética dirigida (cruce no OCM) ha permitido conferir a esta cepa una
mayor resistencia a temperaturas elevadas, asegurando de esta forma una gran seguridad fermentativa. Particularmente
recomendado para la elaboracion de vinos de gama alta, especialmente de Cabernet Sauvignon o de Merlot.

CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

+ Excelente capacidad de asimilacién de fructosa. + Liberacién importante de polisacaridos (volumen).

+ Tolerancia al alcohol: hasta 16% vol. + Preserva el potencial polifendlico (estructura y color).

+ Amplia tolerancia a las temperaturas: 20 - 35°C. + Los polisacaridos parietales se combinan con los
+ Bajas necesidades de nitrégeno. taninos del vino, esto los vuelve sedosos, incluso con

concentraciones importantes.
+ Muy buena aptitud para la crianza sobre lfas.

+ Respeto del terroir (muy baja produccién de aromas de
fermentacion).

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Cabernet Sauvignon, Bordeaux 2007.

Temperatura de fermentacién 28-32°C, adicion de levaduras durante el encubado, maceracién de 13 dias. TAP 13,5% vol,,
pH 3,74, AT 4,65 g/L H,SO,. Controles de implantacién de las levaduras positivos.

MODALIDAD FX10 TESTIGO Durante la cata, el vino fermentado

por ZYMAFLORE® FX10 era mas
Polisacaridos (mg/L) 440 416 elegante, presentaba un mayor
volumen en boca (polisacaridos)

GELATIN INDEX 51 62 y mas taninos sedosos, mientras
que el vino testigo se mostré mas
‘rugoso’ y menos suave.
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CARACTERISTICAS FISICAS

Levaduras deshidratadas y envasadas al vacio. Aspecto ... .. granulados
ANALISIS QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

HUMBAAE (90):ccssssemasmsn s Sib EGoflg)cmemmsmasmmmsasmmmnmassmmssess SUSEOGA
Células revificables LSAS (UFC/g)...ocouvvnvnrnnns 2 2107 SEapHOCO IS R) mmmmsnumennsnsmmesness: AUSSOEIA
Bactenas [act cas (URC/E) cnemnn i€ 108 Salmonella (/25 8) ... serssenene e AUSENCIA
Bacterias acéticas (UFC/E) ... < 10 Mohos{UFC/E) suesnsnumrmannmrnsusanss < 10P
Levaduras de un género diferente PLOMO (PPIM) ettt neisssens. < 2
a Saccharomyces (UFC/) ..o < 108 ArSENICO (PPM) ot resse s s nnesessens < 3
Levaduras de una especie o cepa diferente (%).......... < 5 (TSI TR (STl o) O |
Colifarres (UFGIZ) i conwmnmmmuamsmmi s €10 (G Tc g (o) [2 ] (o) ISR RIS |
PROTOCOLO DE UTILIZACION

CONDICIONES ENOLOGICAS DOSIS DE EMPLEO

+ Siembra con levaduras lo antes posible después del - 20-30g/hL

encubado.

+ Respetar las dosis prescritas para garantizar una buena
implantacion de la levadura incluso en caso de gran

poblacién de levaduras autéctonas.

+ La temperatura, la cepa de la levadura, la rehidratacion y
la higiene de la bodega son primordiales para una buena

implantacién.

MODO DE EMPLEO

En el caso de la maceracion prefermentativa en frio,
es aconsejable adicionar 5 g/hL de levadura durante el
encubado, para dominar la flora indigena, y luego completar
con 15 - 25 g/hL alfinal de lamaceracién, antes de aumentar
la temperatura.

+ Seguir exactamente el protocolo de rehidratacion de la levadura descrito en el envase.

+ Evitar diferencias de temperatura superiores a los 10°C entre el mosto y el indculo durante la inoculacién. El tiempo total

de preparacion del indculo no debe superar los 45 minutos.

+ En el caso de vendimias con un grado alcohélico probable elevado y para minimizar la formacion de acidez volatil, utilizar
el preparador SUPERSTART® ROUGE en el agua de rehidratacion.

RECOMENDACION DE CONSERVACION

ENVASES

+ Conservar fuera del suelo en su embalaje de origen,
sin abrir a temperatura moderada en locales secos no

susceptibles de comunicar olores.

+ Fecha de utilizacién 6ptima: 4 afos.

Bolsa envasada al vacio de 500 g. Cajas de 10 kg.

Oy

LAFFORT

CS 61611-33072 BORDEAUX CEDEX -Tél.: 433 (0)5 56 86 53 04 —www.laffort.com

AH - AJ-11.07.24 - La informacién que aqui figura corresponde al estado actual de nuestro conocimiento. Esta es proporcionada sin compromiso o garantia en la medida que las

condiciones de empleo estan fuera de nuestre control. Ello no libera al usuaric de respetar la legislacion y los datos de seguridad en vigor.
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ANEXO B. Ficha Técnica Zymaflore™ KLIMA.

TODO TIPO DEVINOS

LYMAFLORE® KLIMA

Levadura Saccharomyces cerevisiae seleccionada por su capacidad de reducir el grado alcohdlico y favorecer el frescor de
los vinos.
Levadura Seca Activa (LSA) seleccionada no OGM, para su uso enoldgico. Apto para la elaboracion de productos destinados al
consumo humano directo, dentro del marco legal vigente para la enologla. Conformeal Reglamento (UE) 2019/934.

ESPECIFICACIONES Y PROPIEDADES ENOLOGICAS

Resultado de un programa de seleccion asistida por marcadores moleculares (QTL), ZYMAFLORE® KLIMA permite reducir
el grado alcoholico de los vinos preservando su acidez. Adecuada para la elaboracion de vinos blancos, rosados y tintos bien
equilibrados, con una frescura y elegancia excepcionales.

CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS CARACTERISTICAS AROMATICAS

+ Reduccién del contenido de alcohol hasta 0,5 % vol. + Perfil aromético elegante: notas afrutadas y florales.

+ Conservacion o produccion de acido malico durante laFA.  + Aportatension y frescura aromatica.

+ Buena cinética de la FA. Resistencia al alcohol: 16 % vol.

+ Alta necesidad de nitrégeno.

+ Muy baja produccion de acidez volatily SO.,.

+ Temperatura de fermentacion (6ptima): 14 - 30 °C *.

* Es posible inocular a T°C de 8 - 13 °C, después del desfangado, siendo indispensable la aclimatacion de la levadura a la temperatura

mediante una adicién sucesiva de mosto.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

ZYMAFLORE® KLIMA permite una reduccion del grado Gracias a su produccion de acido malico, los vinos
alcohalico y del pH, un aumento de la acidez total y del fermentados con ZYMAFLORE® KLIMA presentan un
acido malico de los vinos. contenido de 4cido lactico maés elevado al final de la FML.
B 78
ZYMAFLORE®
Parametros Cepa de control 7 b6
- KLIMA 6 W Testip
%Alc. (% vol) 136 131 5| W omanoRETKuMA
pH 35 34 . 35 35
Acidez total :
(g/L 4cido tartérico) 7 57 2
1 o6 09
Acido Malico (g/L) 12 16 4
k»d‘nga? ico pH AT(gLHT)
L

Impacto de ZYMAFLORE® KLIMA sobre los pardmetros fisico-quimicos de un vino tinto post FA (tabla) y post FML (gréfica).
Merlot, Burdeos, 2022, pH 3,5, AT 3.5 g/L H,T, dcido malico 1,2 g/L.
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CARACTERISTICAS FISICAS

Levaduras deshidratadas y envasadas al vacio. Aspecto... ... granulado
ANALISIS QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

Humedad (%) oo wee <8 Staphylococcus (/g) ... .. ausencia
Células revificables LSAS (UFC/g) .. .2210°  Salmonella(/25g) ausencia
Bacterias lacticas (UFC/g) . <10°  Mohos (UFC/g) . <103
Bacterias acéticas (UFC/g ) ... ... <10*  Plomo (ppm) w2
Levaduras de un género diferente de Saccharomyces (UFC/g).. <105 AFSENICO (PPM) cucuvoeurivemmemruemsessmmmmsassensassessasssssssssemssssssns < 3
Levadura de un género, de una especie o cepa diferente (%)..< 5 Mercurio (PPmM) ... < 1
Coliforines (WFE/E) unusmmmmmemmmssnems <108 Cadmid (pM)asmmmmmsaimmmsmsimm s < |
Ecoli(lg) srpsnompmsnnass sovnigivnnay alsenda

PROTOCOLO DE UTILIZACION

CONDICIONES ENOLOGICAS DOSIS DE EMPLEO

+ Sembrar lalevaduralo antes posible despuésdel encubado. - 20 - 30 g/hL.

* Respetar las dosis de inoculacién para asegurar una buena
implantacion de la levadura, incluso en el caso de una alta
poblacion de levaduras autoctonas.

+ La temperatura, la calidad de la rehidratacion y la higiene
de labodega también son fundamentales para una correcta
implantacién.

MODO DE EMPLEO

+ Seguir bien el protocolo de rehidratacion de la levadura.

+ Evitar las diferencias de temperatura entre el mosto y la levadura en el momento de la inoculacién. El tiempo total de la

preparacién no excederé de 45 minutos.

+ En el caso de condiciones especialmente dificiles de fermentacién (temperatura muy baja, mosto muy clarificado, GAP
muyelevado) y/o para optimizar el rendimiento aromaticode lalevadura, utilizar SUPERSTART® BLANC o SUPERSTART®

ROUGE en el agua de rehidratacion.

RECOMENDACIONES DE CONSERVACION

ENVASES

+ Conservar fuera del suelo en su embalaje de origen no
abierto a temperatura moderada en locales secos nos
susceptibles de comunicar olores.

+ Fecha de utilizacion optima: 4 afios.

Bolsa al vacio de 500 g.

LAFFORT

CS 61611-33072 BORDEAUX CEDEX -Tél.: +33 (0)5 56 86 53 04 —www.laffort.com

AH-A] - 22.04.24- Lainformacion que aqui figura corresponde al estado actual de nuestro conocimiento. Esta es proporcicnada sin compromiso o garantia en la medida que las condiciones de empleo

estan fuera de nuestro control. Ello ne libera al usuario de respetar la legislacién y los datos de seguridad en vigor.
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ANEXO C. Ficha Técnica SUPERSTART®.

FICHA TECNICA

SUPERSTART®

Preparador 100% de origen de levadura (a base de autolisados de levadura y de levaduras inactivadas).
Apto para la elaboracion de productos destinados al consume humano directo dentro del marco legal vigente para la
Enologia. Conforme al Reglamento (UE) n°2019/934.

Caracteristicas fisicas

Aspecto..
Color......
Densidad aparente ....

Analisis quimicos y biologicos

Humedad..............

Arsénico .. ..< 3 ppm
Nitrégeno total ... Plomo...... ...< 2 ppm
Salmonelas /25g .... Mercurio..... ...<1ppm
Escherichiacoli / g . .... ausencia Cadmio....... ..<1ppm
Staphylococcus aureus /g .......... ausencia

Empleo en enologia

Propiedades: Preparador de levaduras de emplec en el agua de rehidratacion de las LSA.

Dosis media de empleo: 20 - 30 g/hL de mosto a fermentar en el agua de rehidratacion de las LSA.
Para el pie de cuba en caso de parada de fermentacién, consultar el protocolo de refermentacion.

Preparacion: Utilizar un recipiente limpio e inerte.
Anadir en agua de rehidratacion antes de la incorporacion de las levaduras.
No usar un recipiente abierto.

Utilizacién: seguir los protocolos restablecidos.

Recomendacion de conservacion

Conservar fuera del suelo en su embalaje de origen, sin abrir a temperatura moderada en locales secos no
susceptibles de comunicar olores. No utilizar envases abiertos.
Fecha de consumo preferente: 3 afios (envase no abierto).

Envase

Bolsa de 10 Kg.

D
LAFFORT

CS 61611- 33072 - BORDEAUX CEDEX
Tel:+33 (0) 556 86 53 04 - Fax: +33 (0) 556 86 30 50
www laffort.com
EC-10/12/2018



ANEXO D. Ficha Técnica NUTRISTART®.

Activador complejo de fermentacion que asocia los elementos nutritivos que favorecen la multiplicacién de las levaduras.
(Fosfato de amonio, levaduras inactivadas, autolizados de levadura, tiamina).

Apto para la elaboracion de productos destinados al consumo humano directo, dentro del marco legal vigente para la enclogia.

Conforme al Reglamento (UE) 2019/934.

Activador complejo que combina el el nitrégeno organico, el mineral y la tiamina. Esta especifica formulacién asocia
diferentes fuentes de nitrégeno asimilable (fosfato aménico, levadura inerte, autolizados de levadura) que permiten un
aporte a la levadura de nitrégeno mineral de rapida asimilacién, y de nitrégeno organico de origen de levadura en forma de
levadura inactivada y autolizados de levadura ricos en aminodcidos y de asimilacién mas lenta. Los autolizados de levadura
son sensiblemente mas ricos en contenido celular y aportan una biodisponibilidad nutricional en factores de crecimiento
mas importante que las levaduras inertes que tienen una mayor fraccion de membrana. La complementariedad de estos dos
derivados de levadura hacen de NUTRISTART® un nutriente altamente eficaz.

NUTRISTART® permite:

+ Desarrollar una poblacidn de levaduras suficiente.

+ Una fermentacion alcoholica constante y completa.

+ La prevencion de la formacion de compuestos indeseables (H,S, AV, etc.).

« NUTRISTART® se utiliza para todos los tipos de mostos (blancos, rosados o tintos).
+ 10 g/hL de NUTRISTART® aportan 15 mg/L de nitrégeno asimilable (forma mineral y orgénico).
+ 10 g/hL de NUTRISTART® aportan 0,1 mg/L de tiamina (clorhidrato).

+ Utilizar en caso de carencia de elementos nutritivos en el mosto.

Las levaduras Inactivadas aportan factores de supervivencia (dcidos grasos de cadena larga, esteroles) y factores de
crecimiento (aminoécidos, minerales y vitaminas). Las sales de amonio (fosfato) son otros factores de crecimiento
indispensables.

En el contexto de una gestion razonada de las fermentaciones, es importante considerar que una fermentacion alcohélica
constante y completa es un factor esencial para el arranque de la fermentacion malolactica.

Aspecto sancniaies s riss s caanmess polva  Densidad aparente (g/l) wucsnsnniimsianiag = 1200

COLOT st reneennee. DEIGE

LAFFORT
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Humedad (%)
Plomo (ppm) .

Arsénico (ppm) ...

Mercurio (PPIM) v esses s e sesscsiesnesseess < 1
Especificos para los derivados de levadura:

Levures revivifiables (UFC/g) ..cowunnninnonincrissccsrens < 102
BOHES (UECIE) cosonmmmmmusnsmmmsnsmnssns 10
Bacterias lacticas (UFC/E) .....cuwmiimnimmiimmiin: < 107

Bacterias acéticas (UFC/g) <10?

Coliformes (UFC/g) ... <102
Eicoli (IF) mrssemnes . ausencia
Staphylococcus (/8) .....ccccooovcuccioscceicscscicsscis s BUSENCIA
Salmonella (/25 8) .....ocoocovcvecrvcscccsesccesscscicsc s USENCIA
Especificos para el fosfato de amonio:

HIBIO (PPIM) wooovocceeve s < 50

CONDICIONES ENOLOGICAS

No mezclar la preparacion con las levaduras secas activas
(LSA). Preparar NUTRISTART® y adicionarlo al depdsito
después de la inoculacion con LSA.

Se recomienda la adicion de NUTRISTART® al inicio de la
fermentacién alcohdlica, tras una bajada de la densidad de
unos 30 puntos.

MODO DE EMPLEO

DOSIS DE EMPLEO

+ De 20 a 60 g/hL en blancos, rosados y tintos. La dosis sera
en funcion del contenido inicial de nitrégeno asimilable
del mosto, del grado alcohdlico potencial y de la turbidez.

+ Dosis méxima legal UE: 60 g/hL La dosis maxima de
NUTRISTART® aporta 60 mg/hL de tiamina. Segunda
fermentacidn de vinos espumosos: 45 g/hL.

En tinto, NUTRISTART® puede adicionarse directamente en el depdsito de remontado.

En blanco, introducir la cantidad total de NUTRISTART® a adicionar en 10 veces su peso de agua o de mosto. Mezclar bien
para disolver correctamente el fosfato e introducirlo enseguida en el depésito durante un remontado.

VACION

ASES

+ Conservar fuera del suelo en su embalaje de origen,
sin abrir a temperatura moderada en locales secos no
susceptibles de comunicar olores.

Fecha de utilizacion éptima: 4 afos.

Bolsa de 1kg —Caja de 15 kg.
Bolsa de 5 kg - Cajade 15 kg.
Saco de 20 kg.

D

LAFFORT

CS61611-33072 BORDEAUX CEDEX -Tél.: 433 (0)5 56 86 53 04 - www.laffort.com

GM - MB - 05.08.2024 - La informacion que aqui figura corresponde al estado actual de nuestro conocimiento. Esta es proporcionada sin compromise o garantia en la medida que las

condiciones de empleo estan fuera de nuestro control. Ello no libera al usuario de respetar la legislacion y los datos de seguridad en vigor.
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ANEXO E. Resolucion OIV-OENO 466-2012 (O1V, 2012).

RESOLUTION OIV-OENO 466-2012

MODIFICATION OF THE METHOD OF EVALUATION BY REFRACTOMETRY OF THE SUGAR
CONCENTRATION IN GRAPES, MUSTS, CONCENTRATED GRAPE MUSTS AND RECTIFIED
CONCENTRATED GRAPE MUSTS (OENO 21/2004)

THE GENERAL ASSEMBLY

In view of article 2, paragraph 2 iv of the Agreement of 3™ April 2001 establishing the
International Organisation of Vine and Wine,

At the proposal of the Methods of Analysis Sub-commission,

GIVEN that a table was given in pre-existing internationally recognised regulations
containing the correspondence between the refractive index, the sucrose % (m/m), the
sugar level expressed in g/l and g/kg and the potential alcoholic strength by volume
(ABV) for musts and concentrated musts

GIVEN the linear relationship (coefficient of regression = 1.0000) that exists between the
sugar values in g/l contained in the aforementioned table, and the corresponding
potential alcoholic strength by volume (ABV) percentage expressed by:

sugar level in g/l x-0.05943 = alcoholic strength by volume (ABV) %

GIVEN that pre-existing internationally recognised regulations gave the correspondence
between the refractive index expressed in sucrose % (m/m) and the alcoholic strength by
volume (ABV) % for grape sugar in the relative annexes

HAVING CONSIDERED that the tables facilitating the calculation of sugar transformation
into alcohol must be kept available to wine operators even after the repeal of said
regulations

DECIDES to modify tables II and III of the type I method of evaluation by refractometry
of the sugar concentration in grapes, musts, concentrated grape musts and rectified
concentrated grape musts (OENO 21/2004) in the Compendium of Intermational Methods
of Analysis, by adding the data for the potential Alcoholic strength by volume (ABV) % at
20 °C as follows:

Certified in conformity

Izmir, 22 June 2012

The General Director of the OiV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCC!
© OIV 2012
1



TABLE II

Table giving the sugar content in mmsts and concentrated musts in grams per litre and grams per kilogram,
determined by means of a refractometer graduated either in percentage by mass of sucrose at 20 °C, or in refractive
index at 20 °C. The density and the potential % alcoholic strength by volume (ABV) at 20 °C are also given.

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars in ABYV % vol
% (m/m) at 20 °C 20°C g/l gke at 20 °C
100 1.34782 1.0391 822 791 489
101 1.34798 1.0395 833 80.1 495
102 1.34813 1.0399 843 811 501
103 1.34829 1.0403 854 82.1 5.08
104 1.34844 1.0407 86.5 831 514
105 1.34860 1.0411 875 84.1 5.20
106 1.34875 1.0415 88.6 85.0 527
107 1.34891 1.0419 89.6 86.0 532
108 1.34906 1.0423 90.7 87.0 539
109 1.34922 1.0427 918 88.0 546
11.0 1.34937 1.0431 928 §9.0 352
111 1.34953 1.0436 939 90.0 558
112 1.34968 1.0440 95.0 91.0 5.65
113 1.34984 1.0444 96.0 92.0 =il |
114 1.34999 1.0448 971 929 57T
115 1.35015 1.0452 982 939 5.84
116 1.35031 1.0456 993 949 590
117 1.35046 1.0460 1003 95.9 596
118 1.35062 1.0464 1014 96.9 6.03
119 1.35077 1.0468 1025 97.9 6.09
120 1.35093 1.0472 1033 98.9 6.15
121 1.35109 1.0477 104.6 99.9 6.22
122 1.35124 1.0481 105.7 1008 6.28
123 135140 1.0485 106.8 1018 635
124 1.35156 1.0489 107.8 1028 6.41
125 1.35171 1.0493 1089 1038 6.47
126 1.35187 1.0497 110.0 104 8 6.54
127 1.35203 1.0501 1111 1058 6.60
128 1.35219 1.0506 1122 106 .8 6.67
129 1.35234 1.0510 1132 1078 6.73
13.0 1.35250 1.0514 1143 108.7 6.79
131 1.35266 1.0518 1154 1097 6.86
132 1.35282 1.0522 1165 110.7 6.92
133 1.35298 1.0527 117.6 111.7 6.99
134 1.35313 1.0531 1187 1127 7.05
135 1.35329 1.0535 119.7 113.7 ki
136 1.35345 1.0539 1208 1147 7.18
137 1.35361 1.0543 1219 115.6 7.24
138 1.35377 1.0548 123.0 1166 731
139 1.35393 1.0552 1241 1176 7.38
140 1.35408 1.0556 1252 1186 744
141 1.35424 1.0560 1263 1196 jinl
142 1.35440 1.0564 1274 1206 T3
143 1.35456 1.0569 1285 1216 7.64
144 1.35472 1.0573 129.6 1225 770
145 1.35488 1.0577 130.6 1235 7.76
146 1.35504 1.0581 1317 1245 7.83
147 1.35520 1.0586 1328 1255 7.89
148 1.35536 1.0590 1339 126.5 796
149 1.35552 1.0594 135.0 127.5 8.02

Certified in conformity

Izmir, 22™ June 2012

The General Director of the OiV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCC!
© Qolv 2012



TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20 °C 20°C g/l gko at 20 °C

15.0 135568 1.0598 136.1 1284 8.09
151 1.35584 1.0603 1372 129.4 8.15
152 1.35600 1.0607 1383 1304 8.22
153 1.35616 1.0611 139.4 131.4 8.28
15.4 1.35632 1.0616 140.5 1324 8.35
15.5 1.35648 1.0620 141.6 1334 842
15.6 1.35664 1.0624 142.7 1343 848
157 1.35680 1.0628 1438 1353 8.55
158 1.35696 1.0633 1449 136.3 8.61
15.9 1.35713 1.0637 146.0 1373 8.68
16.0 1.35729 1.0641 1471 138.3 8.74
16.1 1.35745 1.0646 1482 1393 8.81
16.2 1.35761 1.0650 149.3 140.2 8.87
163 1.35777 1.0654 150.5 1412 8.94
16.4 1.35793 1.0659 151.6 142.2 9.01
16.5 1.35810 1.0663 152.7 143.2 9.07
16.6 1.35826 1.0667 1538 144.2 9.14
16.7 1.35842 1.0672 1549 1451 921
16.8 1.35858 1.0676 156.0 146.1 0,
16.9 1.35874 1.0680 157.1 1471 934
17.0 1.35891 1.0685 1582 1481 9.40
17.1 1.35907 1.0689 1593 1491 9.47
172 1.35923 1.0693 160.4 150.0 9.53
173 1.35940 1.0698 161.6 151.0 9.60
17.4 1.35956 1.0702 162.7 152.0 9.67
17.5 1.35972 1.0707 163.8 153.0 9.73
17.6 1.35989 1.0711 164.9 154.0 9.80
17.7 1.36005 1.0715 166.0 154.9 9.87
17.8 1.36021 1.0720 167.1 155.9 993
17.9 1.36038 1.0724 1683 156.9 10.00
18.0 1.36054 1.0729 169.4 157.9 10.07
18.1 1.36070 1.0733 170.5 1589 10.13
18.2 136087 1.0737 171.6 159.8 10.20
18.3 1.36103 1.0742 172.7 160.8 1026
18.4 1.36120 1.0746 1739 161.8 10.33
18.5 1.36136 1.0751 175.0 162.8 10.40
18.6 1.36153 1.0755 176.1 163.7 10.47
18.7 1.36169 1.0760 177.2 164.7 10.53
18.8 1.36185 1.0764 178 4 165.7 10.60
18.9 1.36202 1.0768 1795 166.7 10.67
19.0 1.36219 1.0773 180.6 167.6 10.73
19.1 1.36235 10777 181.7 168.6 10.80
19.2 1.36252 1.0782 182.9 169.6 10.87
19.3 1.36268 1.0786 184.0 170.6 10.94
19.4 1.36285 1.0791 185.1 171.5 11.00
19.5 1.36301 1.0795 186.2 1725 11.07
19.6 1.36318 1.0800 187.4 173.5 11.14
19.7 1.36334 1.0804 188.5 174.5 11.20
19.8 1.36351 1.0809 189.6 175.4 11.27
19.9 1.36368 1.0813 190.8 176.4 11.34

Certified in conformity

Izmir, 22™ June 2012

The General Director of the OiV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© Qolv 2012
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TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at20°C 20°C g/l gkg at 20 °C
200 1.36384 1.0818 1919 1774 1140
20.1 1.36401 1.0822 193.0 178.4 1147
202 1.36418 1.0827 1942 1793 11.54
203 1.36434 1.0831 1953 180.3 1161
204 1.36451 1.0836 196 4 181.3 1167
20.5 1.36468 1.0840 197.6 1823 11.74
206 1.36484 1.0845 198.7 183.2 11.81
207 1.36501 1.0849 1998 1842 11.87
208 1.36518 1.0854 201.0 185.2 11.95
209 1.36535 1.0858 2021 186.1 12.01
21.0 1.36551 1.0863 2033 187.1 1208
211 1.36568 1.0867 2044 188.1 12.15
212 1.36585 1.0872 2055 189.1 1221
213 1.36602 1.0876 206.7 190.0 1228
214 1.36619 1.0881 2078 191.0 12.35
215 1.36635 1.0885 2090 192.0 1242
216 1.36652 1.0890 2101 192.9 12.49
217 1.36669 1.0895 211.3 1939 12.56
218 1.36686 1.0899 2124 194.9 1262
219 1.36703 1.0904 2136 195.9 12.69
220 1.36720 1.0908 2147 196.8 12.76
221 1.36737 1.0913 2159 197.8 12.83
222 1.36754 1.0917 2170 198.8 12.90
223 1.36771 1.0922 2182 199.7 12.97
224 1.36787 1.0927 2193 200.7 13.03
225 1.36804 1.0931 220.5 201.7 13.10
226 1.36821 1.0936 2216 202.6 13.17
227 1.36838 1.0940 2228 203.6 13.24
228 1.36855 1.0945 2239 204.6 1331
229 1.36872 1.0950 2251 2055 1338
230 1.36889 1.0954 2262 206.5 13.44
231 1.36906 1.0959 2274 2075 13.51
232 1.36924 1.0964 2285 208 4 13.58
233 1.36941 1.0968 2297 2094 13.65
234 1.36958 1.0973 2308 2104 13.72
235 1.36975 1.0977 2320 2113 13.79
236 1.36992 1.0982 2332 2123 1386
237 1.37009 1.0987 2343 2133 1392
238 1.37026 1.0991 2355 214.2 14.00
239 1.37043 1.0996 2366 2152 1406
240 1.37060 1.1001 2378 216.2 14.13
241 1.37078 1.1005 2390 2171 1420
242 1.37095 1.1010 2401 2181 1427
243 1.37112 1.1015 2413 2191 1434
244 1.37129 1.1019 2425 2200 1441
245 1.37146 1.1024 2436 221.0 1448
246 1.37164 1.1029 2448 2220 1455
247 1.37181 1.1033 246.0 2229 14.62
248 1.37198 1.1038 2471 2239 1469
24.9 1.37216 1.1043 2483 2248 1476

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI
© OIV 2012
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TABLEII - (cont’d)
Saccharose ABV % vol
% (m/m) at 20 °C

25.0 1.37233 1.1047 2495 2258 14.83
251 1.37250 1.1052 250.6 226.8 14 89
252 1.37267 1.1057 2518 2277 14 96
253 1.37285 1.1062 2530 228.7 15.04
254 1.37302 1.1066 2541 2297 15.10
255 1.37319 1.1071 2553 230.6 15.17
25.6 1.37337 1.1076 256.5 231.6 1524
25.7 1.37354 1.1080 2577 232.5 1532
258 1.37372 1.1085 258.8 2335 1538
259 1.37389 1.1090 260.0 2345 1545
26.0 1.37407 1.1095 2612 2354 15.52
26.1 1.37424 1.1099 2624 236.4 15.59
262 1.37441 1.1104 2636 2373 15.67
263 1.37459 1.1109 2647 2383 15.73
26.4 1.37476 1.1114 2659 2393 1580
26.5 1.37494 1.1118 267.1 240.2 1587
26.6 1.37511 1.1123 2683 241.2 1595
26.7 1.37529 1.1128 269.5 2421 16.02
26.8 1.37546 1.1133 270.6 243.1 16.08
26.9 1.37564 1.1138 2718 244.1 16.15
27.0 1.37582 1.1142 273.0 245.0 16 22
271 1.37599 1.1147 2742 246.0 16 30
272 1.37617 1.1152 2754 2469 16.37
273 1.37634 1.1157 276.6 2479 16.44
274 1.37652 1.1161 2778 2489 16.51
275 1.37670 1.1166 2789 24938 16.58
276 1.37687 111711 2801 250.8 16.65
277 1.37705 1.1176 2813 251.7 16.72
278 1.37723 1.1181 2825 252.7 16.79
279 1.37740 1.1185 283.7 253.6 16 86
28.0 1.37758 1.1190 284.9 254.6 1693
281 1.37776 1.1195 286.1 255.5 17.00
282 1.37793 1.1200 2873 256.5 17.07
283 1.37811 1.1205 288.5 257.5 1715
28.4 1.37829 1.1210 289.7 258.4 1722
285 1.37847 11214 2909 2594 17.29
28.6 1.37864 1.1219 2921 260.3 17.36
287 1.37882 1.1224 2933 2613 17.43
28.8 1.37900 1.1229 2945 262.2 17.50
28.9 1.37918 1.1234 2957 263.2 17.57
29.0 1.37936 1.1239 296.9 264.2 17.64
29.1 1.37954 1.1244 298.1 265.1 1772
292 1.37972 1.1248 2993 266.1 17.79
293 1.37989 1.1253 3005 267.0 17.86
294 1.38007 1.1258 3017 268.0 1793
295 1.38025 1.1263 3029 268.9 18.00
296 1.38043 1.1268 3041 2699 18.07
297 1.38061 1.1273 3053 2708 18.14
298 1.38079 1.1278 306.5 2718 1822
299 1.38097 1.1283 307.7 272.7 18.29

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© OIvV 2012
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TABLETI - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20 °C 20°C g/l gkg at 20 °C

30.0 1.38115 1.1287 308.9 273.7 18.36
30.1 1.38133 1.1292 3101 274 6 18.43
30.2 1.38151 1.1297 3113 275.6 18.50
30.3 1.38169 1.1302 3126 276.5 18.58
30.4 1.38187 1.1307 3138 2775 18.65
30.5 1.38205 1.1312 3150 278.5 18.72
30.6 1.38223 11317 3162 2794 18.79
30.7 1.38241 1.1322 3174 280.4 18.86
30.8 1.38259 1.1327 3186 281.3 18.93
30.9 1.38277 1.1332 3198 2823 19.01
31.0 1.38296 1.1337 3211 2832 19.08
311 138314 11342 3223 284.2 19.15
312 1.38332 1.1346 3235 285.1 19.23
313 1.38350 1.1351 3247 286.1 19.30
314 1.38368 1.1356 3259 287.0 19.37
315 1.38386 1.1361 3272 288.0 19 45
31.6 1.38405 1.1366 3284 288.9 1952
317 1.38423 1.1371 3296 2899 19.59
31.8 1.38441 1.1376 3308 290.8 19 .66
319 1.38459 1.1381 3321 291.8 19.74
32.0 1.38478 1.1386 3333 292.7 19.81
321 1.38496 1.1391 3345 2937 19.88
322 1.38514 1.1396 3357 294.6 19.95
323 1.38532 1.1401 337.0 295.6 20.03
32.4 1.38551 1.1406 3382 296.5 20.10
325 1.38569 11411 3394 297.5 20.17
32.6 1.38587 11416 3407 298 4 20.25
32.7 1.38606 11421 3419 299 4 20.32
32.8 1.38624 1.1426 3431 300.3 20.39
32.9 1.38643 1.1431 3444 301.3 2047
33.0 1.38661 1.1436 3456 302.2 20.54
331 1.38679 1.1441 346.8 303.2 20.61
332 1.38698 1.1446 3481 304.1 20.69
333 1.38716 1.1451 3493 305.0 20.76
334 1.38735 1.1456 350.6 306.0 20.84
335 1.38753 1.1461 3518 306.9 2091
33.6 1.38772 1.1466 3330 307.9 2098
337 1.38790 11471 3543 308.8 21.06
338 1.38809 11476 3555 309.8 21.13
33.9 1.38827 1.1481 356.8 3107 21.20
34.0 1.38846 1.1486 358.0 3117 2128
341 1.38864 1.1491 3592 312.6 2135
342 1.38883 1.1496 360.5 3136 2142
34.3 1.38902 1.1501 3617 3145 21.50
344 1.38920 1.1507 363.0 3155 2157
345 1.38939 11512 3642 316.4 21.64
346 1.38958 1.1517 3655 3174 21.72
347 1.38976 1.1522 366.7 3183 2179
348 1.38995 1.1527 368.0 319.2 21.87
34.9 1.39014 1.1532 369.2 320.2 2194

Certified in conformity

Izmir, 22" June 2012

The General Director of the OIV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© OIV 2012
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TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars i Sugars m ABYV % vol
% (m/m) at 20 °C 20 °C ol olkg at 20 °C

350 1.39032 1.1537 3705 3211 2202
351 1.39051 1.1542 3718 3221 22,10
352 1.39070 1.1547 3730 3230 22,17
353 1.39088 1.1552 3743 3240 2224
354 139107 1.1557 3755 3249 2232
355 139126 1.1563 376,8 3259 2230
356 1.39145 1.1568 3780 326.8 2246
357 139164 1.1573 3793 3278 2254
358 139182 1.1578 3806 3287 22,62
359 1.39201 1.1583 3818 3296 22,69
36.0 1.39220 1.1588 383.1 320.6 Q27T
36.1 1.39239 1.1593 3844 3315 2284
36.2 1.39258 1.1598 3856 3325 2292
363 1.39277 1.1603 386,9 3334 2299
364 1.39296 1.1609 388,1 3344 23,06
36.5 139314 1.1614 3894 3353 23,14
36.6 1.39333 1.1619 390,7 3363 2322
36.7 139352 1.1624 3920 3372 2330
36.8 139371 1.1629 3932 3381 2337
36.9 1.39390 1.1634 3945 339.1 2345
37.0 1.39409 1.1640 3958 340.0 2352
37.1 1394238 1.1645 3970 341.0 2359
37.2 1.39447 1.1650 3983 341.9 23,67
373 1.39466 1.1655 3996 3429 2375
374 1.39485 1.1660 4009 3438 2383
375 1.39504 1.1665 402,1 3447 23,90
376 1.39524 1.1671 4034 3457 2397
377 1.39543 1.1676 4047 346.6 2405
378 1.39562 1.1681 406,0 3476 2413
379 1.39581 1.1686 4073 3485 2421
380 1.39600 1.1691 408.6 349 4 2428
381 139619 1.1697 4098 3504 2435
382 1.39638 1.1702 4111 3513 2443
383 1.39658 1.1707 4124 3523 2451
384 1.39677 1.1712 4137 3532 2459
385 1.396%96 1.1717 4150 3542 24,66
38.6 139715 1.1723 416,3 355.1 2474
38.7 1.39734 1.1728 4176 356.0 24,82
388 1.39754 1.1733 418,8 357.0 2489
389 1.39773 1.1738 420,1 3579 2497
39.0 139792 1.1744 4214 3589 25,04
391 139812 1.1749 4227 3598 2512
392 1.39831 1.1754 4240 360.7 2520
393 1.39850 1.1759 4253 361.7 2528
394 1.39870 1.1765 426,6 362.6 2535
395 1.39889 1.1770 4279 363.6 2543
39.6 1.39908 1.1775 4292 364.5 2551
39.7 1.39928 1.1780 4305 365.4 25,58
398 1.39947 1.1786 4318 366.4 25,66
399 1.39967 1.1791 4331 3673 25,74

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© OIvV 2012
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TABLEII - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars m Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20 °C 20 °C o/l olkg at 20 °C

400 1.39986 1.1796 434 4 368.3 2582
40.1 1.40006 1.1801 435.7 369.2 2589
402 1.40025 1.1807 437.0 370.1 2597
403 1.40044 1.1812 4383 371.1 26.05
40.4 1.40064 1.1817 4396 372.0 26.13
405 1.40083 1.1823 4409 373.0 26.20
40.6 1.40103 1.1828 4422 373.9 2628
40.7 1.40123 1.1833 443.6 374.8 26.36
408 1.40142 1.1839 444 9 375.8 26.44
409 140162 1.1844 4462 376.7 26.52
41.0 1.40181 1.1849 4475 3777 26 59
41.1 1.40201 1.1855 448.8 378.6 26 67
41.2 1.40221 1.1860 450.1 379.5 26.75
41.3 1.40240 1.1865 451.4 380.5 26 83
41.4 1.40260 1.1871 4528 381.4 26 91
41.5 1.40280 1.1876 4541 3823 26.99
41.6 1.40299 1.1881 4554 3833 27.06
41.7 140319 1.1887 456.7 3842 27.14
41.8 1.40339 1.1892 458.0 3852 2722
41.9 1.40358 1.1897 459.4 386.1 2730
42.0 1.40378 1.1903 460.7 387.0 2738
42.1 1.40398 1.1908 462.0 388.0 2746
42.2 1.40418 1.1913 4633 388.9 2753
42.3 1.40437 1.1919 464.7 389.9 2762
42.4 1.40457 1.1924 466.0 390.8 2769
42.5 1.40477 1.1929 467.3 391.7 2197
42.6 1.40497 1.1935 468.6 392.7 2785
427 1.40517 1.1940 470.0 393.6 2793
428 1.40537 1.1946 4713 3945 28.01
429 1.40557 1.1951 4726 395.5 28.09
430 1.40576 1.1956 474.0 396.4 28.17
431 1.40596 1.1962 4753 3973 28.25
43.2 1.40616 1.1967 476.6 398.3 28 32
433 1.40636 1.1973 478.0 399.2 28 41
43.4 1.40656 1.1978 4793 400.2 28 48
435 1.40676 1.1983 480.7 401.1 2857
43.6 1.40696 1.1989 482.0 402.0 28.65
43.7 1.40716 1.1994 4833 403.0 28.72
43.8 1.40736 1.2000 484.7 403.9 28 81
43.9 1.40756 1.2005 486.0 404.8 28 88
44.0 1.40776 12011 487 4 405.8 2897
441 1.40796 1.2016 488.7 406.7 20.04
442 1.40817 1.2022 490.1 407.6 29.13
443 1.40837 1.2027 491 4 408.6 2920
44.4 1.40857 1.2032 492.8 409.5 2929
44.5 1.40877 1.2038 494.1 410.4 29 36
44.6 1.40897 1.2043 4955 411.4 29 45
44.7 1.40917 1.2049 496.8 412.3 29 52
44.83 1.40937 1.2054 498.2 413.3 29 61
44.9 1.40958 1.2060 4995 414.2 29.69

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© OIvV 2012
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TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars ABV % vol
% (m/m) at 20 °C 20°C g/l g'kg at 20 °C

45.0 1.40978 1.2065 500.9 4151 29.77
45.1 1.40998 1.2071 502.2 416.1 2985
452 1.41018 1.2076 503.6 417.0 2993
453 1.41039 1.2082 504.9 4179 30.01
454 1.41059 1.2087 506.3 4189 30.09
455 1.41079 1.2093 5077 4198 30.17
456 1.41099 1.2098 509.0 4207 30.25
457 141120 1.2104 5104 4217 30.33
458 1.41140 1.2109 5117 422.6 3041
459 1.41160 1.2115 5131 4235 3049
46.0 1.41181 1.2120 5145 4245 30.58
46.1 1.41201 1.2126 5158 4254 30.65
46.2 1.41222 1.2131 5172 4263 30.74
46.3 1.41242 1.2137 518.6 4273 30.82
46.4 1.41262 1.2142 5199 4282 3090
46.5 1.41283 1.2148 5213 429.1 3098
46.6 1.41303 1.2154 5227 4301 31.06
46.7 141324 1.2159 5241 431.0 31.15
468 141344 1.2165 5254 4319 31.22
469 141365 1.2170 526.8 4329 3131
47.0 1.41385 1.2176 5282 4338 3139
47.1 1.41406 1.2181 529.6 4347 3147
472 1.41427 1.2187 5309 4357 31.55
473 1.41447 1.2192 5323 436.6 3163
474 1.41468 1.2198 5337 4375 31.72
475 1.41488 1.2204 5351 4385 31.80
47.6 1.41509 1.2209 536.5 4394 31.88
47.7 1.41530 1.2215 5379 4403 31.97
47.8 1.41550 1.2220 5392 4413 32.04
479 141571 1.2226 5406 4422 3213
48.0 141592 1.2232 542.0 4431 3221
481 141612 1.2237 5434 4441 3229
482 141633 1.2243 5448 4450 3238
48.3 1.41654 1.2248 546.2 4459 32.46
48.4 1.41674 1.2254 547.6 446.8 32.54
48.5 1.41695 1.2260 549.0 447.8 32.63
48.6 1.41716 1.2265 5504 448.7 3271
487 141737 1.2271 5518 4496 32549
488 141758 1.2277 5532 4506 32.88
489 1.41779 1.2282 5546 4515 32.96
490 1.41799 1.2288 556.0 4524 33.04
491 141820 1.2294 5574 453 4 3313
492 1.41841 1.2299 5588 4543 3321
493 1.41862 1.2305 5602 4552 33.29
49 4 141883 1.2311 561.6 4562 3338
495 1.41904 1.2316 563.0 4571 33.46
49.6 1.41925 1.2322 564.4 458.0 33.54
49.7 1.41946 1.2328 5635.8 458.9 33.63
498 1.41967 1.2333 567.2 459.9 33.71
49.9 1.41988 1.2339 568.6 460.8 33.79

Certified in conformity

Izmir, 22" June 2012

The General Director of the OIV

Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI

© OIV 2012
9
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TABLEII - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars n Sugars in ABV % vol
%o (m/m) at 20 °C 20 °C g/l gkg at 20 °C
50.0 1.42009 12345 570.0 4617 3388
50.1 1.42030 1.2350 5714 462.7 3396
50.2 142051 1.2356 5728 4636 34.04
503 142072 1.2362 5742 4645 34.12
504 142093 1.2368 5756 4654 3421
50.5 142114 1.2373 5771 466 4 34.30
50.6 1.42135 1.2379 5785 467.3 3438
50.7 142156 1.2385 5799 468.2 34 46
508 1.42177 1.2390 5813 4692 34.55
50.9 142199 1.2396 5827 4701 34.63
51.0 142220 1.2402 584.2 471.0 3472
51.1 142241 1.2408 585.6 471.9 34 80
51.2 142262 1.2413 587.0 4729 34 89
51.3 1.42283 1.2419 588.4 4738 3497
51.4 1.42305 1.2425 589.9 4747 3506
515 142326 1.2431 5913 4757 35.14
516 142347 1.2436 5927 476.6 3522
51.7 142368 12442 594.1 4775 3531
51.8 142390 12448 595.6 478 4 35.40
51.9 142411 1.2454 597.0 4794 3548
52.0 1.42432 1.2460 598.4 480.3 3556
52.1 1.42454 1.2465 599.9 481.2 3565
52.2 1.42475 1.2471 601.3 482.1 3574
52.3 1.42496 1.2477 602.7 483.1 3582
52.4 142518 1.2483 604.2 484.0 3591
52.5 1.42539 1.2488 605.6 484.9 35.99
52.6 142561 1.2494 607.0 485.8 3607
52.7 1.42582 1.2500 608.5 4868 36.16
52.8 1.42604 1.2506 609.9 4877 36.25
529 1.42625 12512 6114 4886 36.34
53.0 142647 12518 6128 4895 36.42
531 142668 12523 6142 490.5 36.50
53.2 1.42690 1.2529 615.7 4914 3659
533 142711 1.2535 617.1 4923 3667
534 1.42733 1.2541 618.6 4932 3676
535 142754 1.2547 620.0 4942 36 85
53.6 142776 1.2553 6215 495.1 36.94
537 142798 1.2558 622.9 496.0 37.02
53.8 1.42819 1.2564 624.4 496.9 3711
53.9 142841 1.2570 625.8 497.9 37.19
54.0 1.42863 12576 6273 498 8 37.28
541 142884 1.2582 628.7 4997 37.36
542 1.42906 1.2588 6302 500.6 3745
543 1.42928 12594 631.7 501.6 37.54
54.4 1.42949 1.2600 633.1 502.5 3763
54.5 1.42971 1.2606 634.6 5034 3771
54.6 1.42993 1.2611 636.0 5043 37.80
54.7 1.43015 1.2617 637.5 505.2 3789
54.8 1.43036 1.2623 639.0 506.2 3798
549 143058 1.2629 6404 5071 38.06

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI
© OIV 2012
10




TABLEII - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20°C 20 °C o/l olke at 20 °C
55.0 1.43080 1.2635 6419 508.0 3815
551 143102 1.2641 643.4 508.9 3824
552 143124 1.2647 644.8 509.9 3832
553 143146 1.2653 646.3 510.8 3841
554 143168 12659 6478 511.7 38.50
555 143189 12665 6492 512.6 3858
556 143211 12671 6507 5135 38.67
557 143233 12677 652.2 5145 38.76
558 143255 12683 653.7 5154 3885
559 143277 1.2689 655.1 5163 3893
56.0 1.43299 1.2695 656.6 5172 3902
56.1 143321 1.2701 658.1 518.1 3911
56.2 143343 1.2706 659.6 519.1 3920
563 143365 12712 661.0 5200 3928
564 143387 12718 662.5 5209 39.37
56.5 143410 12724 664.0 5218 39.46
56.6 143432 1.2730 665.5 5227 39.55
56.7 143454 12736 667.0 523.7 39.64
56.8 143476 12742 668.5 524.6 39.73
569 143498 12748 6699 5255 39.81
570 143520 12754 6714 526.4 39.90
] 143542 1.2760 672.9 5273 3999
573 143565 1.2766 674.4 5283 4008
573 1.43587 1.2773 675.9 5292 4017
574 1.43609 12779 677.4 530.1 4026
575 143631 1.2785 678.9 531.0 4035
576 143653 12791 680.4 5319 40.44
577 143676 12797 6819 5328 40.53
578 143698 1.2803 683.4 5338 40.61
579 143720 1.2809 684.9 5347 40.70
58.0 143743 1.2815 686.4 535.6 40.79
581 143765 12821 6879 536.5 40.88
582 143787 12827 689 4 5374 40.97
583 143810 12833 690.9 5383 41.06
584 143832 1.2839 692.4 5393 4115
585 1.43855 1.2845 693.9 540.2 4124
58.6 143877 1.2851 695.4 541.1 4133
58.7 1.43899 1.2857 696.9 542.0 4142
588 143922 1.2863 698.4 5429 41.51
589 143944 1.2870 699.9 5438 41.60
59.0 143967 12876 701.4 5448 41.68
591 143989 1.2882 702.9 5457 4177
592 144012 1.2888 704.4 546.6 41 86
593 1.44035 1.2894 706.0 547.5 4196
594 1.44057 1.2900 707.5 5484 4205
595 1.44080 1.2906 709.0 5493 42 14
596 144102 12912 7105 5502 4223
59.7 144125 1.2919 712.0 551.1 42 31
598 144148 1.2925 713.5 552.1 42 40
59.9 144170 1.2931 715.1 553.0 42 50

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI
© OIV 2012
11




TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density at Sugars m Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20 °C 20 °C g/l glkg at 20 °C
60.0 1.44193 1.2937 716.6 553.9 4259
60.1 1.44216 1.2943 7181 554.8 42 68
60.2 144238 1.2949 719.6 555.7 277
60.3 1.44261 1.2956 7211 556.6 42.85
60.4 1.44284 1.2962 7227 5575 42.95
60.5 1.44306 1.2968 7242 558.4 43.04
60.6 1.44329 1.2974 7257 559.4 4313
60.7 1.44352 1.2980 7273 560.3 4322
60.8 1.44375 1.2986 7288 561.2 4331
60.9 1.44398 1.2993 7303 562.1 43.40
61.0 1.44420 1.2999 7318 563.0 43 49
61.1 1.44443 1.3005 7334 563.9 43 59
61.2 1.44466 1.3011 7349 564.8 43 68
61.3 1.44489 1.3017 736.4 565.7 43 76
61.4 1.44512 1.3024 738.0 566.6 43 86
615 1.44535 1.3030 7305 567.6 43.95
61.6 1.44558 1.3036 7411 568.5 44.04
61.7 1.44581 1.3042 7426 569.4 44.13
61.8 1.44604 1.3049 7441 5703 4422
61.9 1.44627 1.3055 7457 571.2 44 32
62.0 1.44650 1.3061 T47.2 572.1 44 41
62.1 1.44673 1.3067 748.8 573.0 4450
62.2 1.44696 1.3074 7503 573.9 44 59
62.3 1.44719 1.3080 751.9 574.8 44 69
62.4 1.44742 1.3086 7534 575.7 477
62.5 1.44765 1.3092 755.0 576.6 44 87
62.6 1.44788 1.3099 756.5 577.5 44 96
62.7 144811 1.3105 758.1 578.5 45.05
62.8 1.44834 13111 759.6 5794 4514
62.9 1.44858 13118 7612 580.3 4524
63.0 1.44881 13124 7627 581.2 45.33
63.1 1.44904 13130 7643 5821 45.42
63.2 1.44927 1.3137 7658 583.0 45 51
63.3 1.44950 1.3143 767.4 583.9 45 61
63.4 1.44974 1.3149 769.0 584.8 4570
63.5 1.44997 1.3155 7705 585.7 4579
63.6 1.45020 1.3162 7721 586.6 45.89
63.7 1.45043 1.3168 T73.6 587.5 45.98
63.8 1.45067 1.3174 7752 588.4 46 07
63.9 1.45090 1.3181 776.8 589.3 4617
64.0 145113 1.3187 7783 590.2 46.25
64.1 1.45137 13193 7799 591.1 46.35
64.2 1.45160 1.3200 7815 592.0 46.44
643 145184 1.3206 783.0 592.9 46.53
64.4 1.45207 1.3213 784.6 593.8 46 63
64.5 1.45230 1.3219 786.2 594.7 46 72
64.6 1.45254 1.3225 787.8 595.6 46 82
64.7 1.45277 1.3232 789.3 596.5 46 91
64.8 1.45301 1.3238 790.9 597.4 47.00
64.9 145324 1.3244 7925 598.3 47.10

Certified in conformity

lzmir, 22™ June 2012

The General Director of the OIV
Secretary of the General Assembly

Federico CASTELLUCCI
© OIV 2012
12




TABLE II - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20 °C at 20 °C gl gkg at 20 °C
65.0 1.45348 1.3251 794.1 5993 47.19
65.1 145371 1.3257 795.6 6002 4728
652 1.45395 13264 797.2 601.1 47 38
653 1.45418 1.3270 798.8 602.0 4747
654 1.45442 1.3276 800.4 602.9 4757
65.5 1.45466 1.3283 802.0 603.8 47 66
65.6 1.45489 1.3289 803.6 604.7 4776
65.7 1.45513 1.3296 805.1 605.6 47 85
65.8 1.45537 1.3302 806.7 606.5 4794
659 1.45560 1.3309 8083 6074 48.04
66.0 145584 13315 8099 6083 48.13
66.1 1.45608 1.3322 811.5 6092 48.23
66.2 145631 1.3328 813.1 610.1 4832
66.3 1.45655 1.3334 814.7 611.0 48 42
66.4 1.45679 13341 816.3 611.9 4851
66.5 1.45703 1.3347 817.9 612.8 4861
66.6 145726 1.3354 819.5 613.7 48.70
66.7 1.45750 1.3360 821.1 614.6 48 80
66.8 1.45774 1.3367 822.7 6155 48 89
66.9 1.45798 1.3373 8243 616.3 48 99
67.0 1.45822 1.3380 825.9 617.2 49 08
67.1 145846 1.3386 8275 618.1 49.18
672 1.45870 1.3393 8291 619.0 4927
673 1.45893 1.3399 830.7 6199 4937
674 145917 1.3406 8323 6208 49 46
67.5 1.45941 13412 8339 621.7 49.56
67.6 1.45965 1.3419 835.5 622.6 49 65
67.7 1.45989 1.3425 837.1 6235 49 75
67.8 1.46013 1.3432 838.7 624.4 49 84
67.9 1.46037 1.3438 8403 6253 4994
68.0 1.46061 1.3445 841.9 626.2 5003
68.1 1.46085 1.3451 843.6 627.1 50.14
68.2 1.46109 1.3458 845.2 628.0 5023
68.3 1.46134 1.3464 846.8 628.9 5033
68.4 146158 13471 848 4 6298 5042
68.5 146182 1.3478 850.0 630.7 50.52
68.6 1.46206 1.3484 851.6 6316 50.61
68.7 1.46230 1.3491 8533 6325 50.71
68.8 1.46254 1.3497 854.9 633.4 5081
68.9 1.46278 1.3504 856.5 634.3 5090
69.0 1.46303 1.3510 858.1 6352 51.00
69.1 1.46327 1.3517 859.8 636.1 5110
692 1.46351 1.3524 8614 636.9 51.19
69.3 1.46375 1.3530 863.0 637.8 51.29
69.4 1.46400 1.3537 864.7 638.7 5139
69.5 1.46424 1.3543 866.3 639.6 5148
69.6 1.46448 1.3550 867.9 640.5 5158
69.7 1.46473 1.3557 869.5 641 4 51.67
69.8 1.46497 1.3563 871.2 6423 51.78
69.9 146521 1.3570 872.8 643 2 51.87
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TABLEII - (cont’d)

Saccharose Refractive index Density Sugars in Sugars in ABV % vol
% (m/m) at 20°C at 20 °C g/l g/kg at 20 °C

70.0 1.46546 1.3576 8745 644.1 51.97
70.1 1.46570 1.3583 876.1 645.0 5207
70.2 1.46594 1.3590 877.7 645.9 5216
703 1.46619 1.3596 8794 646.8 52.26
704 1.46643 1.3603 881.0 647.7 52.36
70.5 1.46668 1.3610 882.7 648.5 52.46
70.6 1.46692 1.3616 884.3 649.4 3255
707 1.46717 1.3623 886.0 650.3 52.65
708 146741 1.3630 887.6 651.2 52.75
709 1.46766 1.3636 8893 652.1 52.85
71.0 1.46790 1.3643 890.9 653.0 52.95
711 1.46815 1.3650 892.6 653.9 53.05
712 1.46840 1.3656 894.2 654.8 5314
713 1.46864 1.3663 895.9 655.7 5324
714 1.46889 1.3670 8975 656.6 5334
715 1.46913 1.3676 899.2 657.5 5344
716 1.46938 1.3683 900.8 658.3 53.53
717 1.46963 1.3690 9025 6592 53.64
718 1.46987 1.3696 9041 660.1 53.73
719 1.47012 1.3703 9058 661.0 53.83
720 1.47037 1.3710 907.5 661.9 53.93
721 1.47062 1.3717 909.1 662.8 54.03
722 1.47086 1.3723 9108 663.7 54.13
723 1.47111 1.3730 9125 664.6 5423
724 1.47136 1.3737 914.1 665.5 5432
725 1.47161 1.3743 9158 666.3 5443
726 1.47186 1.3750 917.5 667.2 5453
727 1.47210 1.3757 919.1 668.1 54 62
728 1.47235 1.3764 9208 669.0 5472
729 1.47260 1.3770 9225 669.9 54.82
730 1.47285 1.3777 9242 670.8 54.93
731 1.47310 1.3784 9258 671.7 55.02
732 1.47335 1.3791 9275 672.6 55.12
733 1.47360 1.3797 9292 673.5 5522
734 1.47385 1.3804 930.9 674.3 5532
735 1.47410 1.3811 932.6 675.2 55.42
736 1.47435 1.3818 9343 676.1 55.53
737 1.47460 1.3825 9359 677.0 5562
738 1.47485 1.3831 937.6 671.9 5572
739 1.47510 1.3838 9393 678.8 5582
74.0 1.47535 1.3845 941.0 679.7 5592
741 1.47560 1.3852 9427 680.6 56.02
742 1.47585 1.3859 944 4 681.4 56.13
743 1.47610 1.3865 946.1 682.3 56.23
744 1.47635 1.3872 9478 683.2 56.33
74.5 1.47661 1.3879 9495 684.1 5643
74.6 1.47686 1.3886 951.2 685.0 5653
747 1.47711 1.3893 952.9 685.9 56.63
74.8 1.47736 1.3899 954.6 686.8 56.73
74.9 1.47761 1.3906 956.3 687.7 56 83
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